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1. INTRODUCCTOHU

1.1 GENERO ASPERGILLUS

La actual denominacién de Aspergillus se menciona por
vez primera en la "Nova Plantarum Genera" de Nicheli , en
1729, pero hasta mediados del siglo XIX este género no em-—
pieza a considerarse como cgente causal de procesos de de-
terioro, y como productor de enferrcdades en hombres y ani-
males, reconociéndose asi mismo su capacidad de elaborar me-—

taboli’os secundarios Gt 7es para el hombre,

Debido a gue algunas especies del género Aspergillus
presentan estado ascospdrico, mientras cue otras carecen de
€1, existe una confusién con respecto al nombre cue deberfia

ser aplicado al género.

Tal como mencionan Raper y Fennell (102), Micheli en
1729, aplicd el nombre al estado asexual de ciertas espe -
cies comunes. I'4s tarde Link (1809] introdujo el nombre de

Aspergillus glaucus para designar a las cabezas conidiales

de un hongo encontrado en especimenes de un herbario, y no

déndose cuenta de su origen comin, aplicd el nombre de Euro-

tium herbariorum al cleistitecio amarillo frmrmado por el mis-

mo hgngo. E1 origen comin de estas estructuras fue demostra-

do por De Bery en 1854,

Segdn Thom y Church (1926) y Thom y Raper (1945), el

nombre genérica de Aspergillus dberfa ser utilizado para to-




dos estod hongos tanto si se produce como si no un estado
ascospfrico. Su opinién se basaba en la tesis de que en-
contrando y describiendo el estado sexual, se completaba la
caracterizacién de un hongo ya conocido, y que esto permiti-
rfa separar un niémero limitado de Aspergillus que desarrollan

un estado sexual, de la mayorfa de especies aue no lo hacen.

Entre los principales sinfnimos aplicados a este géne-
ro destacan los siguientes : Eurotium Link (1809) ; Sterigma-

tocysstis Cramer (1859) ; Euaspergillus Ludwig (1892) ;

Aspergillopsis Spegazzini (1911) ; Diplostephanus Lange«

ron (1922) ; Inzengaea Borzi (1924) ; Sartoya Vuillemin

(1955).

1.2. CARACTERISTICAS !'ACROSCOPICAS Y [ICROSCOPICAS

Debido a oue son poco numerosas las especies del gé-

nero Aspergillus cue dan lugar a cleistotecio y ascosporas,

la clasificacibn segdn Raper y Fennell (102) debe basarse
en las caracteristicas de la coloniay los trtalles y morfo-

logfe de sus estructuras funilomentnlec,

Para hacer la descri®cidn de una colonia del ghero
Aspergillus, dehe especificarse la composicifn del medio
de cultivo sobre el gue sc ha desarrollado, la temperatura,
el tiempo de incubacién y las condiciones de iluminacién.
Bajo condiciones conocidas y uniformes de cultivo, las carac-
terfsticas de la colonia han sido consideradas (102) como
datos significativos en la identificacidn y descripcién de

las especies dol nénero Asperngillus
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CARACTERIETICAS IMACRCSCOPICAS

COLOR .- El1 color del micelio aéreo de una colonia del

género Aspergillus , incluyendo el del micelio vegetativo ,

de las cabezas conidiales, del clestotecio y del esclerocio
cuando estén presentes, es normalmenre un dato significati-

vo en la caracterizacién de las esphecies.

Existe un rango propio de coloracién en el micelio
aéreo de cada uno de los grupos del género Aspergillus y
unrango mis estrecho para las especies en particular. Asi
mismo, puede o no haber pigmentacién en los conidios, es-

terigmas, vesicula y conidiéforo.

PIGMEMTACIOMN .- La pigmentacién del micelio basal o
del sustrato proporciona un dato adicional, pero no abso-
luto en la caracterizacifn de las especies, Ello es debido

a que el color es el resultado de un Aspergillus en parti-

cular que se ha desarrollado bajo ciertas condiciones nutri-
cionales y ambientales. La mayor objecién con respecto al
uso del color como caricter diagndstico estriba en la di-
ferencia individuzl en la interpretacién de los colores ,
aunque puede ser subsanado con la utilizacién de cldigos

internacionales de colores.

VELOCIDAD DE CRECIMIENTO .- La velocidad de creci-
miento y el diémetro de la colonia en un tiempo determina-
do y en un medio de cultivo especifico difiere de unas es-

pecies a otras y de un grupo a otro.



CORAELIC .- lLos coremios son agrunaciones especiali-
zadas erectas de conididforos ~ue han sido observadas Gni-

camente en A. vitellina Ridley . En A. clavato-flavus RAa-

per y Fennell se han descrito también estructuras semejan+

tes al verdadero coremio.

OLOR .- Aunque a veces es marcade, nunca es un caric-
ter de diagnéstico, y debe utilizarse Gnicamente como com-

probacién en la identificacién de especies.

CARACTERISTICAS NMICROSCOPICAS

CABEZA CONIDIAL .- El color, forma , tamafio y dispo-
sicién de las cabezas conidiales pueden ser considerados
rasgos caracteristicos de las especies y de los grupos a

los que pertenecen.

CELULA BASAL .- La primera indicacién en el desarro-

1lo de una estructura conidial en el género Aspergillus es

el alargamiento de ciertas células del micelio que desarro-
1lan una pared gruesa, a partir de las cuales emerge el co-
nidiéforo. Pueden estar sumergidos en el sustrato o surgir
de la hifa basal. La presencia de la cé&lula basal es una
evidencia de que el hongo aislado es una especie del géne-
ro Asgesgillus, pero su ausencia no puede utilizarsa para

excluir a un microorganismo del género.



Las colonias pieden alcanzar su didmetro méximo, gran-
de o pequefio, bien sea rdpida o lentamente. E1 crecimiento
puede cesar brucamente tras un corto periodo‘’de tiempo o con-
tinuar durante algunas semanas. En condiciones estandariza-
das el difmetro de las colonias puede ser un dato eficaz en

el diagnfstico de las especies.

MARGEN DE LAS COLONIAS .- Los mlrgenes de las colonias
pueden ser gruesos § delimitados o delgados y difusos, 1i-

sos o lobulados y sumergidos o aéreos.

MICELIO BASAL .- E1 micelio basal puede ser delgado

o denso, fuerte o quebradizo y planoc o surcado.

TEXTURA .- La textura de la superficie de las colonias
bajo condiciones uniformes de cultivo, es un dato eficaz en
el diagnéstico de las especies del género Aspergillus .

Asi, algunas colonias se describen como ealgodonosas, otras

como flocosas, aterciopeladas etc.

ZONACIOMN .- La zonacidn es debida a la produccibén al-
ternativa de cabezas conidiales y opsclerocio, o de cabezas
conidiales y cleistitecin, o a la formacidén de anillos con-
céntricos de esclerocio y cleistotecio alternando con ani-
1llos de estricto crecimirnto micelior, [En contraste con es-
tas zonas concéntricas, algunas especies desarrollan carac-
teristicamente cabezas sflo en Areas localizadas, debido
principalmente a la seovedad y concentracién del medio de

cultivo utilizado.



CONIDICFCAC .- En la mayorfa de las especies del é-
nero Aspergillus los conididforos no presentan ramificacio-

nes, y de cada uno nace una sola caheza conidial,

La longitud y diémetro de la seccidén del conidiéforo
entre el pie celular y la base de la vesicula es un dato
taxonémico diferencial seqdin Raper y Fennell (102), para la
descripcifn de las especies, Los conidiéforos son mononema-
tosos y macronematosos (35,57) y poseen las paredes gruesas,
de tamafio uniforme en toda la longitud del conidiéforo o
mé&s acentuado en la base y menos ecn la zona cercana a la ve-

sfcula.

El conidiéforo puede estar o no septado. E1 septo si
se presenta es delgado y tenue, pero en algunas especies es

bastante aparente.

Atendiendo a las caracteristicas de la pared del coni-
diéforo observado a gran aumento, pueden distinguirse dos
grupos generales., En el primero, la superficie externa de
la pared es lisa, bastante homogénea al microscopic, y al
no absorber los colorantes protoplasmiticos, su estructura
es difficil de distinguir. Al romprese, muchos conidiéforos
muestran el extremo irregular como un tubo de cristal roto,

o en forma de astillas como ocurre en el grupo_A,niger .

En el segundo grupo la pared aparece irregularmente
equinulada. Esta equinulacién se debe a la acumulacién de

material cristalino gque puede ser o no pigmentado entre la



membrana extorrna de la célula y la pered hialina.,

Los conidiéforos pueden ser hialinos o coloreados en
tonos verdes, amarillos o marrones. El1 grado, extensién y
localizacién de la pigmentacién varia con las especies y
cepas. En el grupo A. niger por ejemnlo, la pigmentacién
del conidiéforo es progresiva desde la vesfcula hasta la

base.

VESICULA . - E1 conidifforo da lugar a una estructu-
ra globosa, hemisférica o elfiptica conocida con el nombre
de vesfcula en la que se formarén las células conididgenas.
La vesfcula se sitda en el mismo eje del conidiéforo , pe-

ro en algunas especies de los grupos A.cervinus, A, restric-

tus y A. fumigatus se dispone en un éngulo del mismo, y en

este caso las vesfculas pucden aparecer bifurcadas.,

Las vesiculas pueden ser hlalinas o pigmentadas en la
misma tonalidad del conidiéforo. Su forma y tamafio son ca-
racteres importantes en el diagndéstico, y deben incluirse
en la descripcidn de todas las especies, E1 tamafio de las
vesfculas varfzs con la composicién del medio de cultivo, por
lo que debe especificarse el sustrato sobre el cue se ha de-
carrollado. Las vesfculas pueden ser fértiles en toda su
superficie o no, y este cardcter estd influido por el ta-

mafio de la cabeza conidial, por lo que debe describirse.

CELULA  COMNIDIOGENA .- La célula conidifgena o este-

rigma es aquella gue se caracteriza por ser productora de



conidios. En el gfnoro Aspergillus normalmente se desarro-

lla de forma perpendicular a su punto de origen. Puede ser
hialino o pigmentado como la vesfcula, y segln Raper y Fe-

nnell (102), disponerse en una (nica serie o en dos.

En la mayorfa de las especies con esterigmas biseria-
dos, cuando los esterigias primerios han alcanzado su mé-
ximo desarrollo, aparecen los sccundarios., En algunas es-
pecies del grupo A. niger los esterigmas primarios aumen-
tan su longitud incluso después de cue se hayan formado los
secundarios y hayan dado lugar a los conidios, En A. niger

los esterigmas primarics pueden ser septados.

Cada cflula conidifgena soporta una (nica ca‘ena de
conidios, Los esterigmas son normalmente caracteristicos
en forma y tamafio, pero de cara a la identificacién son més
significativos los primarios. En la reciente clasificacién

del género Aspergillus (392), el esterigma primario recibe

el nombre de métula y el s ecundario de esterigma, siendo

esta nueva nomenclatura la adoptada en la noresente memoria.

COMIDIO . - En la mayorfia de las especies del género

Aspergillus 1los conidios son uninucleados y de ellos mas

gue considerar medidas exzctas, debe anotarse ub rango de
tamarios. E1 color de las paredes de los conidios es un da-
to significativo ya que determina el color de la cabeza co-
nidial. Puede aparecer m8s o menos difuso en un conidio 1li-
so o condensado entre las paredes cxterncs ¢ internas ori-
ginando ornamentaciones tipicas. GCste dltimo caricter es

importante en zlgunas especies dr AL niger.



ASCOSPORAS , ASCAS Y CLEISTOTECIO . - La existencia
de un estado ascospbrico ha sido descrito en algunas espe-

cies del grupo A. fumigatus, y en otros grupos del género

Aspergillus . Las ascosporas o esparas sexuales en estado
de madurez presentan la forma de una lente biconvexa y su
tamario y caracteristicas externas son criterios esenciales
para la clasificacién. Las ascosporas se rednen general-
mente en nimero de ocho, originando las ascas, que a su vez
pueden agruparse dando luger o unos estructuras conocidas

con el nombre de cleistotecios.

CELULAS DT HULLE .- Las células de Hiille son estruc-
turas especielizadas de tamafo y forma caracterfstica,cuya
funcién se desconoce y aparecen en ciertos grupos del géne-

ro Aspergillus .

ESCLEROCID .- E1 esclerocio es un conjunto de células
de pared gruesa, de tamafio y forma caracterfstica que apa-
recen regularmente en alguno=s miembros de los grupos A.ni-

ger, A.candidus, A. flawus y A. ochraceus . La produccién

de esclerocio se favorece con una concentracién elevada de
nitratos y sacarosa (pero no glucosa o 1actusa) y una tem-
peratura éptima de crecimiento.(20-252C ). Su presencia o

ausencia mo puede considerarse un criterio eficaz de diag-

néstico.

Las caracteristicas hasta ahora mencionadas se obser-

van en la figura 1.



Conidios

Onnicidforo

CAluln bosed

FIGURA 1. Esquema de los elementos microscdpicos del género

Asnergillus
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Para una correcta identificacién de las cepas del gé-

nero Aspergillus hasta el nivel especie, Raper y Fennell (102)

consideran las siguientes caracteristicas :

N2 o designacidn, Procedencia

Medio de cultivo. Temperatura. Tiempo de incubacién

Caracteristicas de la colonia

Velocidad de crecimiento

Forma de creciemiento

Color y textura

Micelio basal

Micelio superficial

Abundancia relativa de las cabezas conidiales, esclerocio y
cleistotecio

Color del reverso

Estado conidial

Cabezas conidiales :
Forma de nacimiento
Color
Forma

Dimensiones

Vesfcula :
Forma
Dimensiones
Color

Area fertil

g



Métula :
Desarrollo
Dimensiones
Color
Esterigma :
Desarrollo
Dimensiones
Color
Conidiéforo
Longi tud
Diémetro
Caracteristicas de la nzred
Conidio
Dimensiones
Caracteristicas de la pared
Color
Células de Hille y otros clemento: de las hifas:
Forma
Dimensiones
Esclerocio y estructuras relacionadas :
Forma y estructura
Dimensiones

Colaor

Estado ascaspérico

Cleistotecio :
Origen
Forma y estructura
Cantidad presente y Dimensiones

Color



Ascas :
Forma
Dimensiones
Ascosporas :
Forma
Dimensiones

Color.

1.3 . GRUPOS DEL GEMERO ASPEARGILLUS

Las cepas del género Aspergillus se clasifican pri-
mariamente atendiendo a sus caracteristicas morfoldgicas en

los siguientes arupos que incluyen varias especies

A. clavatus , A.glaucus , A. ornzatus , A. cervinus ,

rastricus , A. fumigatus , A. ochraceus , A, niger ,

r >

. candidus , A. flavus , A. wentii , A, cremeus , A.sparsus,

]
M

varsicolor , A. nidulans , A. ustus , A. flavipes y

J»

terreus .,

De todos ellos centrarecmos nuestre estudio en los gru-

pos A. niger y A. fumigatus, cuyas caracter{sticas dife -

renciaeles se detallan a continuacidn.

© Brupo Aspergillus niger :

Las especies de este grupo se distinguer por poseer
cabezas conidiales de tonalidades marrdn oscuro o negruz-

cas, globosas, radiadas o feormando columnas irregulares o

- 13 ~



bien definidas. Los conirli6foros son hialinos o merrones,

tipicamente lisos, pero en alqunas esnecies son granulosos
0 punteados. Normalmente posee paredes nruesas pero pueden
también ser delgadas, dividiéncdose lon-itudinalmente cuan-

estédn aglomerados.

Las vesficulas son globosas, hialirnzs o celoreadas de
marrén oscuro o claro. Pueden presentar métulas y estergma
o solo esterigmas segln les especies, ~ menudo muy colorea-

das o incluso llenas de pigmento.

Lns conidios son globosos, subglobosos, elfipticos o
horizontalmente aplanados.Lisos, equinulades, verrucosos o

con estrias longitudinales.

Los esclerocios son de aspecto globoso o subgloboso,
de color crema cuando son jévenes y tostados o gris-marrén

al madurar.

Las especies pertenecientes al grupo A. niger se cla-
sifican en dos grandes apartados atendiendo al tipo de cé-
lulas conidifgenas, que como ya se ha indicado anteriormen-

te pueden ser métulas y esterigmas o sflo esterigmas.

Con métula y esterigma se incluyen las especies siy.

guiaﬁtas + A. carbonarius , A. ficuum , A. phoenicis , .

A. niger , A, pulverulentus , A. tubingensis , A. awamori ,

|
A. flavofurcatis , A. ellipticus, A. heteromorphus , A. foe-

tidus.

|



Careciendo dpe métuls se consideron dos especies

A. japonicus , A. aculsatus.

Grupo Aspergillus Fumig@tus :

Las especies de este grupo se diferencian por poseer
cabezas conidiales tipicamente columnares y a menudo com-
pactas. Su coloracidn varfia desde verde-azul al verde-oscu-

m.

Vesiculas en forma de matraz y fértiles en la mitad
o las tres cuartas partas de su superficie. Presentan nor-
malmente coloracifn verdosa. Los esterigmas son muy nume-

rosos y a menudo pigmentados como las vesiculas.

Los conidiéforos son de pared lisa y generalmente de
color verdosa, principalmente en el area terminal. Los co-
nidios son globosos o subglobosos, equinulados y raramente

elipticos.

En algunas especies aparece cleistotecio, que al prin-
cipio es de color blanco o crema y con el tiempo pasa a ana-
ranjado. Las ascosporas carecen de coloracibén. Son bivalvas
can crestas ecuatdfiales y las superficies convexas estén
diversamente arhamentadas .

La mayorfa de las especies se desarrollan Sptimamente
a 372 C , pero algunas pueden presentar una amplia gama de

termofilia.

El grupo A. fumigatus se divide en dos series aten-

diendo a la aparicién de cleistotecio y ascosporas ( serie



A. fischeri) o a su auscncio (serie A. fumigatus). En la

serie A. fischeri se encucntran clasificadas las siguientes
especies :

A. fischeri , A. fisheri var. glaber , A. fisheri var. spi-

nosus , A.,quadricintus , A. aurecolus , A. stramenius ,

A. auratus

En la serie A. fumigatus consideramos las especcies si-

guientes : A. fumigatus , A. Tumigaotus var. ellipticus ,

A. unilateralis A, viridi-nutens A. duricaulis A. bre-
] 1] ]

vipes.

1.4. ECCLCGIA £ ILPCATAMNCIA CLTHICA

La capacidad que poseen las cenas del género Aspergi-
1lus para crecer en distintos tipos de sustrato bajo una
amplia gama de condiciones ambientales [ 3, 23, 102 }, ha
hecho posible cue alguna de ellas puedz colonizar tejidos
animales vivos y muertos. La invasibn de tejidos vivos es
responsable de varios tipos de enfermedades en el hombre y
en animales de sangre frifa y caliente, pero este parasi -
tismo debe considerarsce siompre accidental en su ciclo sa-
profftico normal en la naturaleza, lo que incluye germina-
cién de conidios ( 11,00 ), colonizacién de sustratos (15;
17, 23, 102, 116 ) fructificacibn y diseminacién por el ai-
re (14, 16, 18, 19, 79, 80, 102, 111).

Ni la produccidén de metabolitos téxicos para enimales
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cuando son ingeridos, o alérgicos cuando se inhalan ( 14,
23, 48, 52, 102, 108 ), ni la colonizacidn en el huésped
(23, 102) son esenciales para la supervivencia de las es-

pecies.

Las enfermedades que desenczdenan son de diversa fn-
dole, y de considerablé imnortancia tanto médica como vete-

rinaria.

En re’acidn con los dns grunns 'l cfnero Aspergillus
estudiados, pndemos destacar la importancizc del grupo A.ni-
ger camo agente etioldgico re otomicosis, principalmente

(23, 102).

Desde el nunto de vista clfnico es indudable la impor-

tancia del grupo A. fumigatus como productor de numerosas

afecciones localizadas fundamentalmente en el aparato respi-
ratorio (23, 33, 40, 58, 68, 69, 70, 75, 102) . Generalmen-
te se encuentra como sapréfito en las cavidades residuales
de los pulmones, produciendo una aspergilosis secundaria.
Rara vez invade los tejidos, aprovechando para la infesta-
cién una disminucién de las defenczas del organismo produci-
da tras una enfermedad debilitante, tratamientos prolonga-

dos con antibiétivos, antimitfticos o corticoides.

Junta & estas afecciones de tipo sistémico, se ha de-
mostrado la capacidad por parte de varias especies de es-
tos dos grupos, de desencadenar procesos alérgicos, como

consecuencia de la inhalacidn o contacto con los conidios
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y fragmentos de hifas (14, 20, 23, 102, 108). Del mismo mo-

do, algunas especies del grupo A. fuminatus son agentes

desencadenantes de la fiebre del heno, asma y aspergilosis
broncopulmonar alérgica (14, 23, 638, 67, 70, 82). También
se ha descrito como agente causal de mastitis baovina (37,

104).

1.5, CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS Y CAPACIDAD INHIBI-

DORA DEL CRECIMIENTO DE OTROS LICROORGANISKOS

Durante los (ltimos afios se han realizado numerosas
investigaciones con el fin de poner de manifiesto las ca-
racteristicas bioguimicas de diversos hongos, demostréndose
su capacidad de elaborar un gran nimero de metabolitos se-
cundarios Gtiles para el hombre (2, 107). Entre los diver-
sos estudios citados en la bibliograff{a podemos destacar
aguellos destinados a cvidenciar la produccién o presencia
de determinados enzimas: produccifn de celulasas, especial-

mente en Trichoderma viride (2, 86, €7, 22, 102, 114, 1I5)

y en otros muchos hongos imperfectos (22, 26, 49, 24, 98,
102, 109, 121), capacidad de hidrolizar la urea (8, 45, 102,
105, 124), produccién del enzima fosfatnsa (22, 24, 45)
capacidad pectolftica (22, 35, 45, 51, 67, 74, 81, 89, 102,
109, 120), DNAsica (45, 105), AlAsica (22, 45), proteolfti-
ca(22, 60, 61, 74, 01, 102, 102, 120}, linolftica (29, 45,
55, 57, 90, 91, 102, 109, 117), amilolftica (2G, 45, 101,
102, 106, 1C9, 117), catalaca(21, 107), peroxidasa (21,73)

y galactosidasa(1C?).



Es sobradomente conocido el importante papel que han
desemperiado los hongos en el avance de la quimioterapia
desde que en 1929, como mencionan Stanier y colaboradores
en su tratedo (113), Fleming observé la inhibicién del cre-
cimiento de lacs bacterias en la proximidad de las colonias

de Penicillium notatum . Este descubrimiento representd el

nacimiento de una nueva industria basad=s en el uso de los

microorganismos para la sfntesis de anentes quimioterépicos.

Debido a lea resistencin oue adcguicren los microorga-
nismos por el uso indiscriminado de estas sustancias an-
timicrobianas no ha cesado el interés de los investigadores
en la blsqueda de nuevos metabolitos capaces de inhibir el
desarrollo de otros microorganismos, tal como demuestran
recientes estudios (4, 10, 38, 41, 44, 50, 54, 66, 72, 85,

93, 99, 100, 118, 123) .
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2.0BJETO E INTERES

Uno de los capftulos més discutidos 2n el campo de la
Micologfa es la Taxonom{a de los Hongos Imperfectos, Al in-
tentar clasificar las cepas de los hongos filamentosos, los
investigadores centran sus estudios en la observacién de las
caracter{sticas macroscdpicas y microscépicas oue presen -
tan las colonias al desarrollarcse en medios de cultivo ar-
tificiales, por lo que pueden sufrir alteraciones diversas,
existiendo la posibilidad de cue los coracteres anotados

sean poco objetivos,

En el intento de facilitar 1a identificacidn de las
diversas especies del género Aspergillus incluidos en dos

de los grupos establecidos por Raper y Fennell (102) , &

saber Aspergillus fumigatus y Asperqgillus niger, se ha

llevado a cabo la completa caracterizactdn de 50 cepas de
cada uno de los dos grupos desde el punto de vista taxond-
mico y bioguimico, estableciendo diferencias no sfle a ni-
vel macroscpico y micrmscﬁpico, sino también desde el pun-
to de vista enzimftico y de vias metabdlicas que facilite
la identificacién de las esnecies vy colabora a un mejor es-

tudio de los hongos filamentosos.

Debido a2 la notable incidencia, plenamente demostra-
da de las especies constituyentes de los grupos A. niger

y A. fumigatus en los mids diversos hébitats, y su rela-:

cién con la posible aparicién de afecciones clfnicas en il
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hombre y en los animnles, consideramos de interés centrar
nuestra investigacidn en laos dos grupos anteriormente ci-

tados.
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3. PLAWN D E TRADAJDQO

!

~ Seleccién de las cepas

- Clasificacién y estudio texondmico de las cepas del gru-

po Aspergillus niger.

- Clasificecifn y estudio taxonémico de las cepas del gru-

po Aspergillus fumigatus.

Realizacidn de pruebas enzimAticas.

Realizacidn de otras pruebas bionquimicas.

Estudio de la produccifn de sustancins inhibidoras.

Lectura y tabulacién de los resultados obtenidos.
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4. U ATERTITAL Y I*ETOD

jau]
(o}

4.1 MATERIAL

Se han estudiado las caracterfsticas de 50 cepas cor-

respondientes al grupo Aspergillus niner, y de 50 cepas

del grupo Aspergillus fumigatus .

La procedencia de cada una de las cepas se detalla en

el medio siguiente.

N2 CEPAS N2 CEPAS
PROCEDENCIA A. NIGER A. FUMIGATUS
ALIMENTOS 2, 14
EXCIPIENTES 3 5
FARMACEUTICOS
SUELQS 7 -
CLINICA 2 9
ATMOSFERA 29 22
TOTAL 30 TOTAL 50
Tabla M2 1 .- Distribucién de las cenas estudiadas

seqdn cu procedencia.
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4.2 ETODCO

a4.2.1. CARACTERIZACIOM !MORFOLCGICA

4,2.1.1. MEtodo para la clasificecidn hasta nivel

de género.

Una vez desarrolladas 1las colonias se separa un pe-
quefio fragmento con dos agujas estérilec y se sitda sobre

un portaobjetos.

Posteriormente se procede & fraccionarlo con ayuda de
las agujas y se coloca en un tubo de ensayo que contiene
i cc. de una dilucién al 0.01 5 de Tween 90. Se separan las
esporas sometiendo la suspensidn a la cccifn de un agitador
para poder observar con claridad las caracteristicas del co-
nidiéforo del género a estudiar. A continuzcién se pasa la
suspensifn a un vidrio de reloj y se realiza la preparacién

entre portaobjetos y cubreohjetos.

Puede afiadirse una nota de lactofenol, para una mejor

observacidn al microscopio.

Con el esturdio de 1as caracter{sticac observadas a
partir de las preparaciones as{ realizadas y las que pre-
sentan las colonias macrocchpicamente ¢e lleva a cabo s

inclusién en un determinado género.



8.2 1.2, Nig¥geulElvas.

Para lograr la clasificacidn hastz gfnero de algunas
cepas que no han podido ser identificades por la observa-
cién directa 2l microscopio de las colonias desarrolladas
segln la técnica descritz en el apartado 4.2.1,1. se utili-

zan los denominados microcultivos.

En una placa de Petri estéril se sitda un tubo dobla-
do en forma de uve, sobre el que se coloca un portaobjetos
y sobre éste se depasita una fina cspa de medio de cultivo.
La siembra se lleva a cabo a partir de un cultivo puro rea-

lizando una fina estria sobre el portaobjetos.

Se mantienen las condiciones de humedad adecuadas, co-
locando unas gotas de glicerol al 30 . estéril en la placa
y empapando con &1 un papel de filtro previamente esterili-

zado.

La incubacién se realiza a 279 C durante 2-3 dfas ,
transcurridos los cuales se observa al microscopio. A ba-
Jos aumentos este método permite conocer la foima tfpica
de crecimiento de los hongos, y seguir su desarrollo en el
medio de cultivo. Para visualizarlo a mayor aumento se co-
loca sobre el cultivo un portacbjetos procurando no alte -

rar las estructuras.
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4,2,1.3. !'ftadn narn la clasificacidn hasta nivel

especie.

Una vez conocido el género al oue pertenecen las cepas
aisladas y conservadas en cultivos puros, se procede a su

clasificacién hasta nivel especie.

Se recliza una suspensidn de un peouefio fragmento de
la colonia en 1 cc. de Tween 80 2l C.01 7. , y se somete a
la accibn de un agitador durante 15 winutos, con el fin de
separar las esporas., A continuacidn :r lleva a cabo la
siembra en una placa de Petri que contiene un medio de cul-
tivo adecuado. Con un asa de platino himindrcida con la sus-
pensifn se dihuja  los vérticee e un trifinculo equildte-

ro, sobre la nlnca.

Posteriormonte se incuban las nlac-s 2 202 C durante

10-12 dimas.

4,2.2 CANACTERIZACION BIOAUINICA
€,2.2.1 feacciones enzimdticas

I'’étodo semicuantitatiwvo

Con el fin de consequir una mejor caracterizacién de
las especies estudiardas, se ha roalizado la investigacién

de sus actividndes enziméticas.
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La tfcnica wutilizzr'a ns un micrométodo semicuantita-
tivo que permite determinar diecinueve ecnzimas. Se basa en
facilitar el desarrollo de la especie investigada sobre los
sustratos adecuados a los que se ha enlazado un radical naf-

tol (o{ -naftol, pwﬂaftol y naftilamina).

Si el enzima estudiado ha sido elaborado por el mi--
croorganismo, se liberan los radicales naftol. Este fenéme-
no puede al anadir los reactivos, ya cuc se produce una

reaccidn colorimétrica.

El método empleado consiste en preparar una suspen-—
sibén densa de un cultivo reciente de 1o esnecie en estudio
gue se adiciona a 20 microtubos de la nalerfa API ZYM B (5)
conteniendo cada uno de ellos un sustrato distinto cgue per-
mitiréd determinar la capacidad enzimética y manteniendo un

tubo control como referencia colorimétrica.

Preparada la galerfa, se incuba durante 4-5 horas a
282 C y transcurrido este tiempo se procede a la lectura
de las reacciones, Para ello se afaden 2 gotas del reac-
tivo A y 2 del reactivo B, cuya composicidn e describe
en ol apartado 4.3.4, T'anscurridos 5 minutos se procede
a8 la lectura del color desarrollado, compardndolo con una
escala colorimétrica que corresponde a las concentraciones

expresadas en nanomoles de los enzimas preszntes.

La relacidn de los enzimas y sustrotos ensayados se

detallan a continuacién.
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EMZTNA ENSAYADD

Fosfatasa alcalipa

Esterasa

Esterasa Lipasa
Lipasa

Leucina arilamidasa
Valina arilamidasa
Cistina arilamidasa

Tripsina
RQuimiotrincsinz
Fosfatasa 4acida
Fosfamidasa

o —-qalactosidasa
ﬁ —-nalactosidasa
/3 —5lucuronicdosa

X -7lucnsidasa

ﬂ-—;lnﬁnsiCn:;

M-ncetil (3 -qlucoss

minidasa

el -fucosidasa

Control

TRATO

W

Su

2-naftil-fosfato
2-naftil-butirato
2-naftilcaprilato
2-naftilmiristato
L-leucil-2-naftilamida
L-valil-2-naftilamida
L-cistil-2-naftilamida
i'=benzoil-OL-arginina-2-
naftilamida
Yeuglutaril-fenil-ala-
nina-2-naftilamida
Z2-naftil-fosfato
[!z2ftol-AG-BI-fosfodiamida
5-8r-2-naftil-e D~galac-
topirandside

2-naftil- pﬁ-galactapi—-
randsido

taftol-AS-BI- PD-glucu-
rongto

2-naftil-gd D-glucopira-
ndsido.

-0r-2-naf til-f3 D-glu-
copirandsida
1-r:aft11-r~1—a£:et11—pn—
slucosaminido
f-Br-2-naftil-o{ D-ma-
nonirandsicn

?—HnFtil—okL—Fucopira—



Hétordo cuzlitativn

Las siglas utilizadas corresponcen 2 los siguientes
conceptos:
oc @ Yedio de cultivn
Fd @ Fundamento
Tc : Técnica

Rc Qeactivo

Lc : Lectura

Actividad Pectolftice

¥c.- Medio de Hankin, Zucker y Sends (45) 2 oH S o pH 7.
Fd.- A pH 7 se detecta la produccién de sectatoliasa (pec-
tato transeliminesa (53))
A pH 5 se detectz la actividad polijelacturonasa (pec-

tina dennlimerasa, pectinasa (33) ).

Tc.- Sembrar 12s placas ¢ incubar oo 3 2 5 dfas a la tem-

peratura arecuata,

Ac,- Solucibn acuosa al 1Y de Bromura te Hexadeciltrimetil-

amonio,

Lec.~- Inundar las placas con el reactivo. Anxarecen zonas cla-
ras alrededor de la colonie, y el resto del medio per-

manece opaco, indicando la dejradacién de la pectina.
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MCO-

Fd,-

Tc.-

Rc.-

Lc.-

Mc.~-

Fd.-

Tc.-

Lc.~

Actividad amilolftica

Agar nutritivo adicionado de un 0.2 ¢ de almidén so-

luble (45).
Produccidn de enzimas amilol{ticas.

Sembrar las placas e incubar de 3 2 5 dfas a la Tem-—

peratura adecuada.
Lugol.

Inundar las placas con lugol. Si existe produccidn de
enzimas amilolfticos aparecerd una zona amarilla al-
rededor de la colonia, y el resto del cultivo azul

oscuro.

Actividad Lipolftica

Medio de Sierra (107).
Produccién de enzimas lipoliticas.

Sembrar las placas e incubar de 3 a 5 dfas a la tempe-

ratura adecuada.

La produccién de enzimas lipoliticos se observa al
producirse un precipitado visible debido a la forma-
cibén de cristales de sal célcica del &cido Léurico
liberado por el enzima, o bien una zona clara, y el
precipitado alrededor de la colonia debido a la com-

pleta degradacifn de la sal del Acido graso.
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MG.—

Fdo-

TCO—

Lc.-

Mc,-

Fd."

Tc.-

Rc.,~-

Lc.-

Actividad Proteoclftica

Agar nutritivo adicionado de un 0.4 . de gelatina (45).

Produccifn de enzimas proteolfiticas.

Se siembran las placas y se incuban de 3 @ 5 dfas a

la temperatura adecuada.

En caso positivo aparecen zonas claras alrededor de

la colonia y el resto del mrdio permanece opaco.

5i se anade una solucidn de Sulfato amdnico satura-

da, se produce un precipitado que permite visualizar

mejor la zona clara alrededor de la colonia.

Actividad DOMAsica

Agar DNAsa (92).
Produccifin de enzimas capaces de degradar el DNA.

Sembrar las placas e incubar de 3 a 5 dfas a la Tem-

peratura adecuada.
Solucién de H C1 1N.

Se inundan las placas con el reactivo y se observa
una zona més clara alrededor de la colonia, y el

resto del medio permanece opaco.
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Mc.-

Fd.-

Tc.—-

Rc.-

Lc.-

L1C [

Fd.-

Te.-

Lc.-

Produccidn e Fosfatasa

Agar "Plate Count" adicionado de ? ml de difosfato de

fenolftaleina 0.01 M (7).
Produccidn de Fosfatasa.

Se siembran las placas y se incuban de 3 a S dias a

la temperatura adecuada,
Hidréxido aménico.

Las placas se invierten sobre un recipiente cue con-
tiene hidréxido aménico. Si las colonias enrojecen ,

indicerd rra degradacifn del sustrato.

Produccidn de Ureasa

Agar-urea seqgln Christensen adicionzdo de una solu-

cibén de urea al 40 . (74).
Produccidn de urecaso.

Se siembran laos tubos y se incuban de 5 a 7 dias a

la temneratura adecucia.

La ureasa cs capaz e hidrolizoar la urea, producien-
do dibéxido de Carbono y amoniaco. £1 amonfaco confie-
re reaccién alcalina al medio, por lo que en caso po-
sitivo, observamos un viraje de amarilleo a rojo pdr-

pura,
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Produccidn de Catalasa

Mc.- Agar extracto de ¥alta al 2 ¢ (162).

Fd.

TCy=

Rc.-

LCO_

?\1C. -

Fd.-

Tc,=

Rc.-

Lcc“"

Produccién del enzima catalnsa.

Sembrar los tubos e incubar a la temneratura adecuada

durante 7 dias.

Agua Oxigenada (concentracién de 10 voldmenes).

Se vierte 1 ml de agua oxigenada en la superficie del
cultivo, La catalasa descompone el agua oxigenada en
agua y oxigeno, por lo que en caso positivo se obser-
varéd efervescencia, producida por el oxfgeno libera-

do.,

4,2.2.2. 0Otras pruebas Bioguimicas.

Produccidén de Amonfaco

Agua de peptona (47).
Produccién de amoniaco a partir de peptona.

Se siembra un tubo de agua de peptona y se incuba jun-
to con un tubo contrel a la temperatura Sptima duran-

te un periodo de 2 a 7 dfas.
Reactivo de Nessler.

Se afiade 1 ml. de cultivo a 1 ml. de reactivo de Ness-
ler en un tubo limpio. La aparicién de un color entre

anaranjado y marrén indica la presencia de amonfaco.
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El tubo sin sonbrar, cue sirve de testigo, se debe ensayar
al mismo tiempo, y debe adguirir un color amarillo pélido

o permanecer incoloro.

Produccién de SH2 y degradacién de los

azlcares.

Mc.- Agar-hierro-tres azlcares (75).

Fd.-~ Degradacidén de los aozlicares con formacidn de &cido
y formacién de SH2.

Tc.- Se siembra tanto en la superficie inclinada,por estrfa,
como tambifn en el mismo medio de cultivo por picadu-
ra en la narte columnar.

Se incubn a la temperatura Gptics duraonte un periodo

de hasta 7 dias.

s

Lc.- S5i se forma SHQ, se produce un onnngrecimiento del mo-
dio. La degradacién de azucar con formacidn de Acido
se compruehz por un viraje del indicador Rojo do fe=
nnl del medio de cultivo hasta amerillo,

La deqgrardacidn de glucoca & acidd oroduce cambia de
color =6lo en la parte columnar el medio de cultivo.
Si se degrada lactosa y sacarosa, se produce un vira-
je tanto en la parte columrzi como en la superficie
inclinada del agar.

Una formacién de cavi'lodes y grietas en el medio de

cultivo se considera signo de formacién de gas en la

degradacién de azdcar,
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MD.-

Fd.-

Te.-

Rc.-

Lc.~-

Reduccidn de Mitratos

Agua de peptona-nitrato. (47)
Reduccidn de los “itratos a nitritos.

Sembrar el tubo e incubar a la temperatura 6ptima jun-

to con un tubo control durante un periodo de 2 a 7 dias.
Reactivos de Griess-Ilosvay.

Se afiade al cultivo y al control 1 ml. de cada uno de

.los dos reactivos. La presencia de nitrito se manifies-

al formarse un color rojo en pocos minutos. E1 tubo
testigo deberd presentar poca o ninguna coloracidn.
Si se produce un resultan negativo, debe..confirmarse
afiadiendo al tubo uma pulgarada de pAdlvo de Zinc, gue
reducird a nitrito cualquier residuo de nitrato . Si
no se produce ningln cambio de color, esto significa
gue no queda nitrato al haber sido reducido éste més
allé del estado de nitrito. La presencia de gas en el

tubo de Durham indica la formacién de Nitrdgeno gas.
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Mc.-

Fd,~-

Tc.—-

Lc.-

MC .

Fd.-

Tc.~

Diferenciacidn en tre la oxidacidn y la fermeniacién

de Carbohidratos.

Medio de Hugh y Leifson (75).

Reconocimiento del metabolismo oxi:'ativo o fermenta-
tivo de los microorganismos en el proceso de degra-

dacidn de carbohidratos.

Se siembran por picadura dos tubos de medio por cada

carbohidrato y se tapa uno tle los tubos con agar es-

téril. Se incuba a lz Temperatura Aotima de_crecimien-

to durante un perfodo de hasta 14 dfas,.

La produccifn de &cido se aprecia mediante un cambio
de color en el medio, gue pasa de verde a amarillo.

La coloracién amarilla tanto en los tubos "abiertos"
como en los protegidos por la capa de agaer significa
degradacién fermentativa, mientras que la coloracién
amarilla dnicamente en los tubos "ahiertos" se in-

terpreta coro degradacidn oxidativa del carbohidrato

anadido.

Produccidn do Indol

Agua de peptona (47).
Produccién de Indola partir de tript&fano.

Se siembra como si se tratara de un celdo nutritivo,
se incuba a la temperatura éptima durante un perfodo

de 2 a 7 dias.
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Rc.-

LC.-'

MIC|_

Fd.-

Tc.-

Rc.-

Lc.-

Mc.-

Fd,-

Tca"'

Rc.-

Le,-

Reactivn ''= Kov=cs.

Se afiaden 0.5 ml, del reactivo de Kovecs, se agita sua-
vemente el tubo y se deja reposar. En presencia de in-

dol se produce un anillo de color rojo intenso.

Prueba del Rojo tetilo

Caldo Glucosa-fosfato (47).
Produccidn de &cido a partir de la glucosa.

Inocular e incubar a la temperatura éptima durante 2

a 7 dias.
Solucién de Rojo de Metilo.

Se anaden unas gotas del indicador a 5 ml. del cultivo.
Si el medio toma color rojo, la reaccibén es positiva,
lo que indica un pH de 4,5 o menos. En casa contrario

aparecerd un color amarillo.

Prueba de Voges-Proskauer

Caldo Glucosa-Fosfato (47).
Produccién de Acetil-metil-cazbinol a partir de glucosa.

Inocular e incubar a la temperatura Sptima de creci -

miento durante un perfodo de 2 a 7 dfas.
Solucién de KOH al 40 % y &= naftol.

Afadir 0.5 ml. de KOH al 40 % y 0.5 ml., de &-naftol

En caso positivo se forma un anille rojo a los 15°.
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Prueha del Citrato

Mc.- Citrato de Simmons (75).
Fd.- Utilizacién del citrato como (nica fuente de Carbono.

Tc.~ El medio inclinado se siembra en superficie. Se incuba
a la temperatura Gptima de crecimiento cdurante un pe-

rfodo de hasta 7 dias.

Lc.- La utilizaciébn del citrato, y el crecimiento sobre el
agar-citrato, producen una reaccién zlcalina y el in=
dicador de azul de bromotimol cambia su color verde
por un azul fuerte, 5i no hay crecimiento y no se u-

tili*a citrato, no se producen cambios de color.

Utilizacibén de glucoscz

Mc.- Medio para Fermentaciones (G5).
Fd.- Produccidn de &cido a partir de 1la glucosa.

Tc.- Sembrar los tubos e incubar 5-7 dias a la temperatura

adecuada.
Rc.- Solucidn de Rojo de letila,

Lc.- Afadir unas gotas de Rojo de letilo, y en caso positi-
vo aparecerd color rojo, indicando un pH de 4,5 o me-
nos. En caso negativo, aparecerd color amarillo.

La produccifin de gas se observard en las camparas de

Durham,
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Mc.-

Fd.-

Tc.-

Rc.-

Lo, -

Mc.-

Fd.-

Tc.-

Rc.-

Lc.—-

Utilizacidn ~'n Galectosa

Medio para fermentaciones (63).
Produccidn de Acido a partir de nonlactosa.

Sembrar los tubos e incubar 5-7 ‘{as a la temperatura

adecuada,
Solucidn de Rojo e l'elilo,

Afiadir unas gotas o RBoja e Ueliln vy en caso positi-
vo apareceré color rojo,indicar”o un pH de 4.5 o in-
ferior. En caso negativo aparecerd color amarillo.

La produccién de gas se observard cn las campanas de

Durham,

Utilizacidén de t’altosa

Medio para fermentaciones (65).
Produccién de Acido a partir de maltosa.

Sembrar los tubos e incubar 5-7 dfas a la temperatura

adecuada.
Solucién de Rojo de Metilo.

Afiadir unas gotas de Aojo de metilo, y en caso posi-
tivo apareceré color rojo, indicando un pH de 4,5 o

inferior. En easo negativo apareceré color amarillo.
La produccién de gas se observaré en las campanas de

Durham.
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lltilizacifn de Lactosa

Mc.- Medio para fermentaciones (G3).
Fd.- Produccién de 4cido a partir de lactosa.

Tc.- Sembrar los tubos e incubar 5-7 dfas a la temperatura

adecuada.
Rc.- Solucifin de Rojo de hetilo.

Lc.—- Anfadir unas gotas de Rojo de letilo, y en caso positi-
vo apareceré color rojo, indicando un pH de 4.5 o in=-
ferior. En caso negativo aparecerd color amarillo.

La produccidn de gas se observard en las campanas de

Durham,

Utilizacidn de Sacarosa

Mc.- Medio para fermentaciones (65).
Fd.- Produccifin de &cido a partir de sacarosa.

Tc.- Sembrar los tubos e incubar 5-7 dias a la tempaeratura

adecuacda.
Rc.~ Solucidn de Rojo de letilo.

Le.- Afadir unas gotas de Rojo de lletilo, y en caso nositi-
vo aparecerd color rojo, indicando un pH de 4.5 o in-
ferior. En caso negativo aparecerd color amarillo.

La produccién de nas se observard en las campanas de

Durham,
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4.2.3 PRODUCCIOM DE SUSTAMNCIAS INHISIDORAS

Con el f{n de poder poner de manifiesto la produccién
de sustancias inhibidoras, ze ha utiliza-lo el Métordo de

Wickerham.

Este ensayo ha sido descrito (103) con el fin de obser-
var la produccifn de antibidticos por distintas cepas del

género Penicillium y otros sapréfitos,

En una placa de Petri gue contiene 20 ml. del Nedio de
Wickerham (103), cuya composiciér se detallz en el apartado
correspondiente, se siembra a nods derznenieona 1fnea uer-
$ical de la cepa estudiada. Se incubza a 232 C durante 48 ho-
ras, y una vez transcurrido este tiempo se siembraon los mi-
croorganismos a ensayar perpendicularmente a la cepa del gé-

nero Aspergillus ya desarrollada ., En nuestro caso, hemos

elegido cuatro microorganismos, cuya importancia en clini-
ca es sobradamente manifiesta. Dos Gram nesatives ( Esche-

richia coli y Serratia marcescens), un Gram positivo (Sta-

phylococcus aurcus ) y una levadura (Candida albicans).

Una vez sembrados se incuban las placas a 372 C. La

1
lectura se realiza a las 24 horas = 2 horas.

Si la cepa del género Aspergillus enseyada ha sido ca-

paz de elaborar sustancias activas inhibidoras de crecimien-
to de estas bacterias y levadura, observaremos que el mi-
croorganismo en cuestidn inicia su crecimiento méds allé del

punto del indculo.

.



4.3. I’EDIOS DE CULTIVO Y REACTIVOT UTTILIZADOS

4,3.1. NEDIOS DE CULTIVO PARA LA CARACTEHIZACION
MORFOLOGICA.

Agas Extracto de talta al 2 ¢, (102)
GlucoSZ  vevrenevvnsanennns 20.0 g
Peptona ....... SeeEE e e 1.0 g

Extracto de l'alta ......... 20.0

AQET‘ L I I I BT T R I I 23-00

Agua destilada ...... IO 1 1.
nH = 5.4
Se disuelven todos los componentes en el n~ua destilada, ca-

lentando a ebullicién hasta disolucidn completa.

Se esteriliza en autoclave o 1712 C durante 15 minutos.
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Acor Gzanek- Dox (102)

|
MONG  aueiiaann. o see e (38 G
clK L I B I DN IR I R IR B N I B Ul5g
g 804‘ 7 HQU Vs G pawe 0.8 g
Fe SDd- 7 H20 s v e 001 g
POGHKE s s s e s Le@ G
0B8Ccarosa seveseses veess 30.0 09
RABY s vwmwians s ies soiwaai 15.0 g
Agqua destiloda cieeeess 1 1,
o = 7.3

Los ingredientes =e disuelven en el zguo rlestilada, calen-
tando hasta disolucién completa.

Se esteriliza en cutoclave a 1212 C durante 15 minutos.

.. .4,3.,2 INEDICS DE CULTIVC PARA LA CARACTERIZACION
BIOQUINICA.

- Medio de Cultivo para detectar la actividad pectoli{tica -

Medio de Hankin, Zucker y Sands (46)

Extracto de levedura ..........1.0 g
Pectind s vaseswiaen vus aweawianeosl g
Solucién de sales ™.......... 500 ml.
AgEY sivssesseesii iesiesses 10:0 g
Agua destilada ...ceceeeees.. 500 ml,

pH=7
Se disuelven todaes los componentes y se esterilizan en auto-

clave 15 minutos a 1212 C.
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Solucidn dn rales

504 (NHg)p «evvvveee. 2.0 g
POHLK soswnnsonewes won O G

a?2

POaHNa2 coeovevnernessss 6.0 @
SOaFE 2 HZUJ.......... 0.2 g
012C8 o e R T L ST 1 mg

H3803 secessenessansas 10 ug
Lin SDd SRR B SR 10 ug
Zn 850, wevvviiiiiiiien. 70 ug
Cu GUd TR R %3 e 50 ug
Lo 03 P B T eees 10 ug
Agua destilada........ . 1 1.

- Medio para detectar la actividad amilolftica (45)-
Se disuelven 0.2 gramos de almiddn soluble en 100 ml.

de Agar nutritivo *: y se esteriliza en autoclave a 121 2 C

durante 15 minutos. E1 pH de la solucidn final ha de ser 6.
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Agar nutritivo (34)

Extracto de carmre .......... 1.0
Extracto de levadura ....... 2.0
Peptong v eas ssiwanesvis ve D0

G INE. v awminms s soesamessios we D0

a o o wa a

Agﬁl"—agar‘ LR LN B R B I O R 1500

Agua destilada............. 1 1.

Se disuelven los ingredientes en el aquz, calentando ¢ ebulli-
cibén. Se ajusta el pH y se esteriliza = 1212 C durante 15 mi-

nutos.

- !lerlio nara detectar ls activicdzd lipolitica -

t‘eclio de Sierra (107)

Peptnnn W W O 10.0 g
Cl Ma — o S0 B
Ca BTp 2 HQG" 0.1 1
AT s den dan S 20.0 0

Arua dastilada.... 1 1.

-
1

:j” =0

El medio se esteriliza en autnclave a 12192 C durante 15 mi-
nutos. Anbes de verterlo en las placas se le anade una solu-
cidn de Tween 20 (lfonolaurato de Sorbitan) previamente es-
terilizado y en la proporcién de 1 ml. por 100 ml. de medio

base,
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- Medio e cultivo para detectar la actividad proteolftica -

Se prepara una solucién de gelatina al B ¢ que se este-
riliza en autoclave a 121 2C durante 15 minutos. Posterior-
mente se afiade al agar estéril en la proporcién de 5 ml por

cada 100 ml de medio. E1 pH final debe ser de 6.

- Medio de cultivo para detectar lz actividad PMNAsica -

Agar DMAsa (Oxoid) (92)

TEIPHOSA o vom suce eesna 20.C g

AN saenen vo% aes 2.0 g

BY: Na wews van v seie as 5.0 10

AGET waiwiive v o 60 o sosaw, 12:0 T

Agua destilada....... 11
o = 7.3

Suspender los ingredientes en un litro de agua destileda y
calentar hasta disolucidn comnlete, Esiéerilizar en autocla-

ve a 1212 C durante 15 minutos.

- Medio de cultivo para la produccién de Fosfadiasa (7)-

K.
Se preparan 96 ml de Agar "Plate Count" (leco) a pH
6, se esteriliza en autoclave a 1212 C durante 15 minutos y
una vez enfriado se le anaden 2 ml de difosfiato de fenolfta-

leina 0.01 N , previamente esterilizado por filtracién.
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*'Aqar "Plate Count" (34)

Extracto de levadura .......... 2.5

Triptona e ses iisssee sie o .. 5.0

a @ o

BLUCOSE v wevs siis vas swimmiss sies Lal

ROAY cammisiiien slei sinrametanis ves s . 15.0

Qa

Agua destilada ........0..... 1 L.

PH = 7
Se naden los ingredientes al anua destilada y se calienta
hasta ebullicién para disolver el medio nor oompleto. Se

esteriliza en autoclave a 1212 C durante 15 minutos.

— Medio de cultivo para la procduccidn de Ureasa -

Agar urea segin Christensen (basal ) (75)

Peptona especial ........ s sl g

D (4)= GLUCOSA w4 sos sorwasoss: 1.C g

Clp-ra L R I R I R ] LR S-DU

POGHZK R W R R o P e 2.C o

Bojo de €enol ....evesivewes C:012 g

AQOr=a2T 4 e s s v ennnneessss 12.C 1
pH = 6.9

21 gramos del producto se suspenden on 90 ml de agua desti-
lada y se dejan remojar 15 minutos. A continuecidn, se hier-
ve hasta solucifn total. Ge esteriliza cn autoclave a 1212 C
durante 15 minutos. Antes de su empleo se anaden al medio de
cultivo fundido y enfriado hasta unos 552 C, bajo condicio-
nes estériles, 50 ml de una solucidn de urea al 40 5. esteri-
lizada por filtracién y se mezcla. Sc distribuye en tubos el

medio de cultivo, y se deja solidificar en posicidén inclinada.
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Caldo nutritivo (47)

Extracto de carne ..... 3.0 g
Peptona ..vvveveeeee...10.0 g
Cl Nﬂ. LEC R B O LR R A A S.Og

Agua destilade ........ 1 1.

pH = ﬁ.G
Se disuelven los ingredientes en el anua, se ajusta el pH y

se esteriliza en autoclave a 1212 C durante 15 minutos.

Agua de peptona (47)

Peatent: 5 s e 18.0 19

L0 S = A Gl =

Aran destilarls A R
ptl = 7.2

Se eafiade la peptona y el cloruro sédicen 2l agua destilada

y se calientz hasta total ‘Heolucidn., Se cjusta el pH y se
reparte en tubos de ensayo a razén de 5 ol por tubo. Se es-

teriliza en autoclave a 1212 C durante 15 minutos,
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Agar Hierro- tras nzfcares (75) (7SI)

Extractd e Gorng e ses seaie s 3.0 g
Extracto de levadura ........... 3.0 g
Peptona de casefra ...c0v.vv... 15.0 g
Peptona de carne ...vvvveennen. 5.0 g
Lactosa sisencenisvsrsoseeces v 10.0 g
Sacarosa ..eeceeen i R W 1¢.0 g
D (4)-Glucosa vuivrvernnnennnnn. 1.0 g
Citrato aménico férrico ....... C.5 g
Cloruro sédico ..... W R e e 5.0 g
Tiosulfato s6dico ...veevenvnnn 0.5 g
Rojo de fenol .....o00. S EaE i 0.024 g
BOYGr-—a8gar . wes s asviee sveves i 12.0 g
Agua; dastilotda .oe weeee cue s s 1 1.
pH = 7.4

Se disuelven los ingredientes en 1 litro de agua destilada
y se hierven hasta solucidn completa. Ge distribuye en tu-
bos y se esteriliza en autoclave a 1212 C durante 15 minu-
tos. Tras la esterilisacidn se colncan los tubos en posi-
cidn inclinada hasta la solidificacidn del medio de culti-
vo, de forma aue se consina uno par#e columnar de unos 3

cm de longitud, y sobre ella, una superficie inclinada de

la misma longitud por lo menos.
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lfedio de cultivo de Hugh Leifso

n (75)

Peptona de casefna ...ceeveeneees
Extracto de levadura ........... .
CL NB o son snvciunivnsvi sniosmessas
POQH KQ"""""""""""“"
Azul de bromotimol ....ececiieene
AJar=a08T ..iueeenvisserssananens .

Agua destilada ......ccvenvensns

Se disuelven los incredie tes en el a:un hire
teriliza en auvtoclave a 1212 T durante 17 win
Después de cue se enfrfe o unos SN2 T, se Aa
diciones zs@Sie-s 10 ml <n una snlucifn =cuo
carbaohidrato nue se ensaye nor cada 1C0 71 e
tivo basal. A continuacién, bajo precouciones
se distribuye en tubos y ce drja solidificar

recha.

2.0 g
l1.0g

iendo. Se es-

utns.

“'nn, bajo con-

sz al 10 ¢ del
medin de cul-
c'e esterilidad

en posicién de-



Agua de Peptona MNitrato (47)

Nitrato potésico ....... 0.2 g
Agua de peptona ......... 1 1.
pH = 7.2

Se disuelve el nitrato potdsico en el coua de-preptona y se
reparte a razbén de S5 ml, en tubos de ensayo con campana de
Durham., Se esteriliza en autoclave a 1212 C durante 15 mi-

nutos.

Caldo Glucosa—Fosfato (47)

Peptona sivewesses s 5.0

w3

D-glucosa ..... TR A €

Qa

Fosfato dipotfisico. 5.0 g

"Agqua destilada .... 1 1.

pH = 7.5
Se disuelven los ingredientes en el agua. Se ajusta el pH a

7.5 y se reparte a razén de 5 ml en tubos de ensayo.

Se esteriliza en autoclave a 1212 C durante 15 minutos.
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n

Acor Citrato de Simmans (75)

Amonio dihidrogenofosfato ........ 1.0 g
Hidrogenofosfato dipotésico ....... 1.0 g

Cloruro. 880160 cevesses wes senwevess Dl G

Citrato s6dico ...civvvvvnennnnnnn. 2.0 g

SUlTato. megnBsice ueie ves ssnsisans 02 g

Azul de bromotimol ..... W AT 0.03 g

AgEBr—-agar ...eesesrssssscscessenseeas 12.0 g

Agua destilada ....... ¢ v e o L Lz
pH = 6.9

Los ingredientes se afader a2l anun y se calientan lenta-
mente hasta ebullicifn, cgitando con frecuencia hasta so-
lucibn total. La esterilizacidn ce efectdz en autoclave
15 minutos a 1212 C. Se deja solidificar en posicidn in-

clinada.

Medio de cultivo para fermentaciones (65)

Carbohidrato ...... u wikin wie 20.C o
Extrocto de levadura .... 5.0 1

Atud. deBEELals e eam was ow 1 F

Se disuelven los inqgredienties en el agua, y se czlienta hasta
solucidn total. Se reparte en tubos t'c ensayo con campana de
Durham y se esterilizen en autoclave :. 1212 C durante 15

minutos.
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4,3.3. EDIC DE CULTIVO PARA LA PROJUCCICH DE
SUTTANCIAS INHIBIDORAS.

Medio de Wickerham (103)

Extracto de levadura ...... 2.00 g
PEpLONE s wosveo s ses senves 300 8
GlUuCOSa ssveassesneaneannsss 2.00 g
SACaroSa8 sevsssssesassasas .00 g
"Corn-steep" cornc.vveees.. 5.00 g
NUBNa... ...... s eesasas ... 2,00 g
POaH K2' 3 H20 cewmeeama we 1200 9
SDaMg S e e e senwe  3.50 @
] K wn wwe wie ssmemaeewen ne. GeCd G
SOaFe . 7H20 v e e S 0.01 g
Agar i ien oo e e 20.00 g
Agua destilada ....cevveunn 1 T

Disolver los ingredientes en el aqua, y csterilizar en au-

toclave a 1212 C durante 15 minutos.
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4.3.4. =A0TIVOGS UTILIZADOS

Lactofenol (47)

Acido léctico ....... 100 w1

Ferol .......e00es.., 100

Ll

Glicerol ......o00.... 200 ml
Agua destilada ...... 1C0 ml

Se disuelve el fenol en ajgua, sin calen’iar y luego se anade

el glicerol y el &cido léctico.

Lactofenol-Azul Algoddn (47)

Solucifn saturada de azul zlqgoddén ..... 10 ml
Blieering caewerens soow svee semne s som s .. 10 ml

RO i semdnssies it veae i S il «xe 80 ml

Mezclar esta solucidn con lactofenol a parées iguales.
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- Aeactivnrs utilizados on el mfbtodn semicuantitativo

de determinacién enzimltica (Reactivos A y B) -
Reactivo A
Tris (hidroximetil)aminometano ..... cavs 290 g
Acido clorhfdrico a1 37 % ....... sis veee T WL

Laurdlsul Fatty vuwee o ow samnsmien oo snnduiee 100 g

Agua destilada v.eeeveverroncoosrsnrnsens 1000 ml

Aeactivo B

"EaSE Blug BB M.isis vas simw siss emmimme sisie sem 3.5 g

2-metoxietanol ...ccirevsressnscnrsinnes 1000 ml

Reactivo de lugol (47)

Yoduro potésico..... 2 q

Agua destilada...... 300 ml
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Reactivo de Nessler (47)

Yodurg potésico ...... 7 1
Yoduro mercirico .....1C 1
Hidréxido potésico... 10

Anua destilada ...... 10C ml

Ambos yoduros se disuelven on 40 ml de saua destilada. Se di-
suelve la potasa en 50 ml de zajua destilada y se enfrfa. Se
mezclan ambas soluciones y se anade anun destilada hasta

100 ml. Se deja sedimentar el precipitado, se decanta el so-
brenadante claro en un frasco de reactivos, y el sedimento

se desecha,

Reactivo de Griess-Ilosvay (25)

Griess I : Acido sulfanflico ........ 8 g

Aciclo acético S Meveweewss 1 1,

Griess II : XK= naftilaming ceevecscee

=,
(o]

jt

Acido acético 5 M ........
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Reactivo de Kovacs para el TIndol (47)

Alcohol zmflico o isoamflico....... 150 m1
p-dimetilaminobenzaldehirdo..... e wens 109G

Acicdo clorhf{drico concentrarn....... 50 ml

Se disuelve el aldehido en rl alcobol v entonces se afiade

lentamente al Acido. Se guzard: en nevera.

Solucibn Nojo rn 'etiln  (47)

Rojo de metilo........ 0.1 =

Etanol al 95 7. ....... 300 1

Se disuelve cl rojo de metilo en el etanol y se lleva a

500 ml con agua destilada.

AReactivo para la prurha de Vooos-Proskauer (d?]

- Hidréxido potésico en solucidén nl 40 4

- {~naftol solucién al G ¢ en ctanol al 95 ¢,
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5. RESULTADOS

5.1. RESULTADOS CORRESPONDIENTES A LA CARACTERIZACION

MORFOLOGICA

En la tabla N? 2 se detallan las especies identifica-

das del grupo Aspergillus niger , sigjuiendo las técnicas

descritas en el apartado 4.2.1 , asf{ como ¢l ndmero de cepas

pertenecientes a cada una de rllas.

ESPECIE M2 CEPAS
Aspergillus heteromorphus Batista y laia 15
Aspergillus tubingensis (Sch&ber) !losseray 33
Aspergillus phoenicis (Cda.) Thom 2

TASLA N2 2,- Relacién de las especies del gru-

po Aspergillus niger identificadas




Las caracteristicas de las tres especies identificadas

son las siguientes :

Aspergillus phoenicis (Cda.) Thom en The Aspergilli

p. 175 (1926).

Figura N2 2

Sinénimas :

Ustilago phoenicis Cda

Sterigmatocystis phoenicis (Cda.) Pat. y Delacr.

Aspergillus wustilago Beck

Aspergillus saitoi Oakaguchi

Aspergillus saitoi wvar. kagosima Gaka

Aspergillus awamori var. hominis Batista y #aia

Dentro del grupo A. niger la caracterfstica diferen-
ciael de esta especie se basa en que las colonias desarro-
lladas en Czapek presentan color negruzco y sus conidios
poseen las paredes ornamentadas con la formacién de estrias

tipicas.

Las colonias en anar Czapek cultivodas a 27-2892 C pre-
sentan un diémetro de 40 a 45 mm a los 12-14 dias de culti-
vo, Poseen aspecto aterciopelado y se caracterizan por for-
mar surcaos radiales, Poseen abundante esporulacién, excep-
to en las zonas terminzles de las colonias nque permanecen
blancas. Posee olor caracterfstico. Las cepas estudiadas ca-

recen de la formacidn de esclerocios. Locs cabezas conidiales



son de color varichle, al princinio sor de color marrdn os—
curg y con el tiempo maduran y pasen 2 ser negruzcas. En cuan-
to a su forme, son cde aspecto globosos. ''iden de 300 a SDG/u
de difmetro. Los conidiéforos son de tamaziino varieble general-
mente de 1 & 2,5 mm de longitud y de 10 = 20 p de diémetra,
Las vesfculas son globocas, generalmente ~iden de 45 a 60 p
de difimetro. Los ecsterigmas son de temzlio variable miden de
6,5 a ll‘p por 2,8 a 3,5}1. as métulns son de longitudes

gue oscilan entre los 40 vy EG,F y de anchirz 5,5 a 7,5 p.

Los conidios son globosos y de paredes lisas cuando son jé-
venes pero al madurar formen ornamentzciones caracteristi-

cas. kiden de 3 a 3,5)1 par ﬂ}J.

En agar extracto de mzlta al 2. cracen répidamente. Son
de aspecto aterciopelado y poseen abund=nte esporulacidén .
Las restantes caracteristicas de las cepas coinciden con las

descritas en agar Czapck.

Las cepas estudiadas e incluidas con esta especie coin-
ciden précticamente con la totalidad de los mlrgenes esta-
blecidos, por lo que podemos considerarlas como pertenecien-

tes a esta especie.
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Fiqura MN? 2,- Asnerqgillus nhoenicis

2.- Conidiéafaro
b.- Conidios
C.- HAahit~t tipico

(Cda.) Thorm.



Aspergillus tubingensis ( Schiher ) Mosseray en La Ce-

1llule 43 : 245-247 (1934)

Figura N2 3

Sindnimo- @

Aspergillus niger forma Tuehinren

Si sequimos las caracterfsticas establecidas por Ra-
per y Fennell (102) , las colonias de esta especie se carac-
terizan por poseer color marrdn-verdoso cue al madurar los

conidios se transforma en marrdn oscuro.

Las colonias eﬁ agar Czapek poseen a los 10-12 dfas de
cultivo a 27-282 C un desarrollo de 40-50 mm, Son de aspec-
to aterciopeladas, zonadas, poseen abu '~nte esporulacibn en
el centro de las colonias v permanccern ostériles en los bor-
des de la misma. El1 reverso de las colonias es de color blan-
auecino, Loe eoberas conidiales ron tfnicamente de color mer-
rén negruzeco. San de asnecto olnbasn v mifen de 2CC a 300 pi.
Los conididfarns snn e oavedlos lisas v ooiden de 2 2 3 mm de
longitud y alcarzan un Adifmntro e 30 . Las vesfculas son
globosas y e tomafin varicble, nidiendo e 40 a 60 p. Son
fértiles en toda su superficir. Los rsterigmas miden de 7,5
a lodp por 2,0 a BJ)}L Los conidins con globosos y poseen

ornamentaciones tfpicas, miden de 3,0 a 3,5 p de didmetro.

Na forman esclerocio ninquna de las cepas estudiadas.

En agar extracto de malta al &! y cultivadas en las condicio-
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nes previamente indicn-as crecen mis rinidamente y son de as-
pecto plano y aterciopelado. Poscen chundante esporulacién

en tonalidades marrdn muy oscuras. E1 reverso es incoloro.
Las cepas identificadas como pertenecientes a esta es-

pecie cumplen con los criterios indicados oor Reper y Fennell

en su Tratado ( 102 ).
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Aspergillun hotnromorphus Oatict y Pata en Anais Soc.

Biol. Pernambuco 15 (1): 2nu-P01, (1947),
Finqura 11?2 4

La caracter{stica diferencial e osta ospecie seglin [a-
per y Fennell (102), se basa en que no existo variacién del
color de las colonias al madurar los conidios, permaneciendao

marrén verdoso a lo largo de todo su riesarrollo.

Las colonias en agar Czapek crecen a temperaturas de
27-282 C alcanzando a los 10-12 dfas de crecimiento un desa-
rrollo de 50-60 mm. Presenta surcos radiales caracter{sticos.
El color de las colonias es marroné&ceo. E1 reverso es de co-
lor amarillo-verdoso. No posee alor caracteristico. Las ca-
bezas conidiales son globosas y miden de 100 a EDD)J de dié-
metro. Los conidiéforos son de paredes lisas e inooloros, mi-
den més de 500 p por 4,5 a 5,5/;. Las vesfculas son globosas
y miden de 15 a SU}J de diémetro. Son fértiles en més de la
mitad de las mismas. Los esterigmas miden de 4,5 a 6,5 por
2,5 a 3,5 p. Les métulas miden de 10 a 15 por 6,5 a 8 u.

Los conidios son globosos y de tamafio variable presentan pa-
raedes lisas, y con el tiempo pasan a ser nquinuladas. Miden

de 3,0 a 5 p de diémetro.
En agar extracto de malta al & crecen répidamente. Po-

seen el reverso incoloro. Las restantes caracter{sticaes coin-

ciden con las descritas en agar Czapek,
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Figura M? 4,.- Aspergillus heteromorphus Batista y Maia

n.- Conididfaros

b.- Conidios
c.- Habitat tipico
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En relacién con lcs S0 cepas pertenecientes al grupo

Aspergillus fumigatus podemos destacar cue por las caracte-

risticas macroscépicas y microscépicas observadas y deta-
lladas a continuacién, todas pueden incluirse en la serie

Aspergillus fumigatus por carecer de cleistotecio y concre-

tamente en la especie Aspergillus fumigztus Fresenius

Asperrillus fumigatus Fresenius en Qeitr@ige zur Ny-

cologie p. 21 (1853).

Figura t1? 5

Las colonias en agar Czaopek alcanzzn o los 10-12 dfas
de cultivo un difimetro dz 59-50 mm en 1z mayorfa de las co-
lonias observadas. La temperotura de cellivo oscila entre los
27-292 C aunque se desarrnllun adecuad-ronte a 372 C. La na-
yorfa de las colonias poseen aspecto cterciopelado y tonali-
dades verde-grisfceas. El recverso es incoloro en la mayorfa
de las cepas, pero en el cecso de la crpa 0218 el color ro-
jizo difunde en el medio de cultivo. No Jnsee olor caracte-
ristico ni forman esclerocios. Las cabezas conidiales son
tf{picamente compactas y miden mds de 40y por S50 p. Los co-
nidiéforos son cortos, midiendo més de 3¢0 p por S—B)J de
difmetro. Las vesfculas posecen un didmetro de 20 a 30 u y
son fértiles en la mitad de su superficie. Los esterigmas mi-
den de 6 a BJp por 2 a B)u. Los conidios. Los conidios po-
seen color verdoso y son de aspecto globoso, formando equi-
nulaciones tipicas. M;den de 2,5 a 3 p de didmetro . No

forman ni esclerocios ni clestotecios.
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La cepa n? 20 se caracteriza oor carirccr por completo de es-
porulacién, originado colonias tf{picamente flocosas y de so-
lor blanguecino. La cepa n? 24 posee caracteristicas inter-
medias entre la anterior y la descrita como cepa tipo dado
gue junto a las caracterf{sticas citadas posee la formacién
de abundantes fldculos blancos carentes de esporulacifn,
La cepa n? 28 se caracteriza por oresentar un crecimiento
muy difuso en el oue se aprecia una abundante esporulacién.
Las colonias desarralladas poseen un difimetro mucho menor.
En agar extracto de malta a1l 2 7 las caracteristicas
de las colonias son por completn sunaronnibles a las mencio-

nadas en acar Czanel.
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Fiqura N2 5,- Asnernillus furnigotus Fresenius

o.— Conidiéforo
b.- Conidins
c.— Ha&bitat tinico







5.2. REGULTADQS CCARESPOMDICNTSEC A LA CARACTERIZACION

BIOQUIMICA

5.2.1. REZACCIOMES EMZIN'ATICAS

- "Atodo cemicunntitotivo -

En el estudio semicunntitativo e los 17 pnzimas de-

tallados en el zpardado 4.2.2.1 se ha ohservado cue las 33

cepas pertenecientes 2 la esnecic Asnorcillus tubinnensis

(ScBber) Mosseray, poseen los enzimas cdetnllados en la tabla

N2 3,

DEL ENZINA
Estearasa lipasa 60,61, 0-5 nm
Fosfatasa alcalina 100 7. 5 nm
Fosfatasa &cida 100 ¢ 5 nm
Fosfamidasa 35,3 0 0-5 nm
P -galactosidasa 21,2 ¢, 0-5 nm
f -glucosidasa 100 ¢ 5-30 nm
N-acetil- B-glucosaminidasa 100 ° 5-10 nm
& - fucosidasa 33,3 0-5 nm

Tabla M2 3.- Aelacidn de los enzimas presentes en

las cepas de Asnergillus tubingensis,

indicando la concentracién de las mis-

mas y el porcentaje aue las presentan.

- 70 -



En la tebhla M? 4, cp cxvonen los enzimas presentes en

las 15 cepas de Aspergillus heteromorphus Batista y Maia

detectadas por el método semicuantitativo.

CONCENTRACION
ENZINAS ¢. DE CEPAG DEL ENZINA

Fosfatasa alcalina 100 < 5 nm
Estearasa Lipasa 45,6 ¢ 0-5 nm
Fosfatasa &cida 1o ¢ 5 nm
Fosfamidasa 46,6 . 0-5 nm
& ~galactosidasa 6,0 ¢ 0-5 nm
4 —-galactosidasa 26,6 ¢ 0-5 nm
ﬁ—glucosidasa 100 <. 10-20 nm
N-acetil- F-QIUGOSQminidasa 100 ¢ 5-10 nm

Tabla N2 4.- Relacidn de loc enzimas presentes

en las cepas cde Aspergillus hete-

romorphus indicande la concentra-
cién de las mismas y el porcenta-

je gue las presentan.
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Las dos cepas de As ornillus ohoenicis (Cda.] Thom,

presentan los siquientes enzimcs

Fosfatasa alcalina

Fosfatasa &cida

- P -glucosidasa

N-acetil-—f’ ~glucocaminidasa

Una de ellas presentd ademés los enzimas :

- o -galactosidasa

- P -galactosidasa
La concentracién para todas ellos fue de S5nm. , excepto pa-

ra P —-glucosidasa, gue oscild entre 5 y 30 nm y el N-ace-

til—P—glucosaminidasa, que varid entre 5 y 10 nm,
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Las 80 cepas pertonncicrtes a la especie Aspergillus

fumigatus Fresenius estudiadas, se caracterizan por poseer

los enzimas que se detallan en la tabla MN? 5

GOICENTRACICN

ENZIUAS = DZ CEPAS UEL ENZINA
Fosfatasa alcalina 10C 7. 5-10 nm
Estecarasa oL, 0-1C nm
Estearasa Lipzca na . C-10 nm
Cistina arilonmirasa ¢l -5 nm
Fosfatasa &cirn R U 5-10 nm
Fosfamidasa 00 Y 5-10 nm
K -glucosidasn av. C-5 nm
ﬁ—glucosidasu 100 7. 5-30 nm
t-acetil-(® -glucosaminidasa 100 9 5-10 nm

Tabla t! 5.- Aelacidn de 1lns enzimas presentes

las cepas de Asnergillus fumiqgatus

en

indicando la concentracidn de las mis-

mas y el porcentaje que las presentan.
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- Ilétodo cualitativo -

Los resultaodos correspondientes = las actividades en-

ziméticas ensayadas de las cepas en estudio, siguiendo los

métodos descritos en el apartado 4.2,2.1 , se detallan en la

tabla N? 6, pera las cepas del grupo Aspergillus niger , y

la tabla N? 7 para las cepas del grupo Aspergillus fumigatus.

Para la adecuada interpretacién de los rssultados ob-

tenidos, exponemos a continuacién la eguivalencia de las si-

glas utilizadas.

Pr:
Po:

Pe :

+ Actividad amilolftica

: Actividad lipolfitica

Actividad DNAsica

Actividad proteclitica

Actividad poligalacturonésica o pectinodepolime-
résica o pectinésica.

Actividad pectatolifsica o pectatotranseliminfsica

Actividad urefsica

: Actividad fosfatésica

Catalasa
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A L 3 2 Pn Po §] F C

23 + 4 - = + + 4 1 4
27 4 + - = + 4 + + L
28 1 + - = + kY L i 1
59 4 1 ” . i 1 1 1 L
30 1 4 - - + 4 1 4 4
31 + + = = * ¥ * + +
) i 4 - = + 1 4 + 4
33 1 J - - + 1 4 1 1
34 1 + - ~ 4 4 1 + +
4 " N - - 1 + 1 L g
a5 L 3 - — + + 4 + 4
37 } + - = + * * + +
38 B + S * 1 ¥ + *
39 + + - - * * * + +
- L N _ _ + + I T i
a 4 + E = * * * * &
P N 1 _ - 1 + % L i
a3 + 4 - - + : s : "
i m s _ - L L 1 1 1
e L I _ - " ? : L n
A5 . " _ a 4 ig: 1 1 1
a7 1 ' - & + + + o *
a8 + 4 - - 4 - * * +
a9 3 i - - 4 1 4 + +
& 3 N _ _ N : 3 3 +

‘1 a 33 = Aspergillus tubingensis (SchBber) Mosseray

34 a 48 = Aspergillus heteromorphus Batista y Maia

49 y 50 = Aspergillus phoenicis (Cda.) Thom.

Tabla N? G.- Aelacién de los enzimas presentes en fas 50
cepas del grupo Aspergillus niger ensayadas
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Pe

Po

4o

-4

N

N

-fe

-4

i

4

-

-+

4o

-+

4

-fe

e

-4

e

4o

4o

10
11

12
13

14

15

16

17

16

19

20

21

22

23

24

25
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A L N Pr 2n np U F C

26

28
29

31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
ar
a2
43
aa
45
46
a7
a8

49

i - 4 - L I3 + + L
1 - 1 - 1  ; 1 1 &
E - 1 - 4 + 1 ¥ 1
1 - 1 - L s I & +
4 % I3 = 1 1 3 1 F 3
1 , 1 % 3 1 + 1 L
1 - 1 - Y i 1 1 +
& - 1 -~ 1 3 1 I} L
1 - L s 1 1 L ¥ L
+ - 4 - L 1 i 1 L 1
i = 1 - 1 1 1 L 1
1 - I " 1 1 1 L 1
4z - 1 - 1 L L 1 1
L & 1 - 1 L L 1 L
4 - i - 2 1 1 L 1
3 - i - 1 1 1 i3 s
1 = 1 = L L i 1 1
1 - 1 = i > L 1 1
1 - 1 - 1 L 1 L 1
1 - 1 = 1 1 1 1 1
i - i - 1 1 !} 1 1
¥ - 1 - & I 1 1 L
1 5 1 = 1 L L 1 1
3 - 4 = i L 3 + 1
1 - + - : 1 + + :

1 a 50 = Aspergillus fumigatus Fresenius

Tabla N2 7.- Relacidn de laos enzimas presentes en las
50 cepas del grupo Aspergillus fumigatus
ensayadas.
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5.2.2. QOTRAS PRUEBAS JI0QUINMICAS

Los resultados obtenidos tras la realiaacién de las
pruebas bioquimicas descritas en el apartado 4.2.2.2 , se
detallan en la tabla N? 8 para las cepas del grupo Asgergi—

llus niger, y la N? 9 para las cepas del grupo Aspergillus
fumigatus.

Para la mejor interpretacién de los resultados obteni-
dos, especificamos a continuacién la equivalencia de las si-

glas utilizadas.

Produccién de Indol

Prueba del Rojo de lNetilo

Prueba de Voges Proskauer

0 < = H

: Utilizacibn del citrato como Gnica fuente de Carbono
NH, : Produccién de amonfaco a partir de peptona

OF : Prueba de oxidacién-fermentacién

SH2: Produccién de SH2 en TSI

Glu: Degradacifn de glucosa en TSI

Lac: Degradacién de la lactosa en TSI

Sac: Degradacién de sacaraosa en TSI

Bas: Produccién de gas en TSI

N : Reduccifn de Nitratos a Nitritos
Ut. Glu : Utilizacién de glucosa

Ut. Gal : Utilizacibén de galaectosa

Ut. Mal : Utilizacién de Maltosa

Ut. Sac Utilizacibén de Sacarosa

Ut. Lec Utilizacién de Lactosa
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SH Lac Sac Gas M
26 - 4 4 4 - -
27 - i 4 4 - -
28 - 4 4 1 “ -
29 - 3 1 1 - -
30 - 1 1 ! = =
31 - 1 + i - -
32 - 1 1 1 - -
33 = 1 + : - -
34 - 1 1 1 - -
35 - 4 4 1 =3 i
36 - 4 1 1 = -
37 - 1 1 1 - -
38 - + 1 L = -
39 - 1 1 1 - -
a0 - i 4 + - -
a1 - 4 1 1 - =
a2 - + 4 + - -
a3 - : 1 1 - ~
a4 - ] : 1 - =
a5 - 1 T 1 = =
a6 - 1 4 + - -
a7 - 1 1 1 = =
a8 - + T 1 - -
49 - + 4 4 - -
50 - 1 1 + - -




Ut. Glu ut. Gal Ut. tal ut. Sac Ut. Lac
i 1 4 -
2 4 + -
3 + 1 -
a 4 + 4
5 1 + 1
6 4 4 -
7 + 4 =
8 1 1 1
9 + 1 -
10 4 1 +
11 4 + 1
12 4 1 <
13 1 1 1
14 1 4 +
15 4 4 -
16 + 1 -
17 + 4 -
18 4+ . =
19 + 4 =
20 + L 1
21 4 4 =
22 + 4 -
23 4 1 +
24 & 1 1
25 4 1 2
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ut. Glu ut. Gal vt., hal Ut. Sac Ut Lac
26 + 4 4 + -
27 4 4 + 1 -
28 + 1 1 + -
29 + 1 1 + 1
30 1 1 1 1 1
31 1 & 1 £ i
32 + 1 1 4 -
33 + + ks 1 ~
34 B 4 L 4 4
35 4 4 1 1 1
36 4 1 1 i -
37 1 1 1 ik =
38 4 4 1 4 -~
39 4 1 %, 1 -
a0 1 3 1 i 3
a1 1 1 4 ) -
a2 4 1 1 4 1
43 4 4 4 i 1
aa + + 1 1 -
45 1 § e i =
46 - 1 1 $ =
a7 4 i I L -
a8 4 L i L =
49 1 1 + + -
50 1 1 1 L -
1 a 33 = Aspergillus tubingensis (Sc@ber) Mosseray
34 a 48 = Aspergillus heteromorphus Batista y laia
49 y 50 = Aspergillus phoenicis (Cda.) Thom

Tabla 11?2 0.- Nesult=ardos corresaondientes a las pruebas

bioqufmicns realizalas en las cepas de
Acpernillus niger
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43
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SH Glu Lac Jac Gas N
26 - - - - - -
29 = = & - = %
28 - = - - = -
29 - - - - - 1
30 - - - - - 1
31 - - - - - +
32 - - - - - 1
33 - - - - - 1
34 - - - - - 1
35 - - - - - 4
36 - - - - - +
37 - - - - - 4
38 - ~ - - - L
39 - - - - - 1
a0 - - - - - 1
a1 - - - - - 4
a2 - - - - - +
a3 - - - - - ~-
a4 - - - - - -
45 - - - - - 1
46 v - - - - 1
a7 - - - - - -
a8 - - - - - =
49 - - - - - -
50 - - i - — -




Ut. Lac

U O N O O B~ W N

NN NN o T o o e N — I ™ Ry,
O R BN DY L LS EHEGBRES




Ut. Glu ut. Gel Ut. <ol ut. Ut. Lac

dg}
o]
o

26

28
29

31
32
33
34
35
36
37
38
39
a0
41
42
43
a4

a5

a7
48
49

1 a 50 = Aspergillus fumigatus Fresenius

Tabla N2 9 .- Resultados correspondientes a las pruebas
biogufmicas realizadas en las cepas de

Aspergillus fumigatus
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Aspergillus fumigatus

AMILOLITICA

Aspergillus niger




5.3. RESULTADOS CCRBESPCNDIEMTES A LA PRODUCCICN DE

SUSTANCIAS IMHIBIDCRAS

tos resultados obtenidos al estudiar la elaboracién de
sustancias inhibidoras por parte rle las cepas pertenecientes

al grupo Aspergillus niger , se resumen en la tabla N2 10 ,

y los relativos al grupo Aspergillus fumigatus , se detallaen

en la tabla N2 11.

El método utilizado ha sido descrito en el apartado
4,2.2.3, y los microorganismoa sobre 1ns gue se ha ensayado
la cagacidad inhibidora rle su crecimiento corresnonden a los

siguientes ndmeros en las tablas.

1.- Escherichia coli

2,- Staphylococcus aureus

3.- Serratia marcescens

4,- Candida albicans
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10

11

12

13

14

15
16

17

18
19

21

22

23

24

25
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P
26 - + - »
2% + 4 1 -
28 - 4 1 -
29 1 1 1 a
30 1 4 i 1
3l - - 4 <
32 + - 4 1
33 + + + .
34 % 1 i -
35 + 1 1 -
36 1 1 1 -
37 - L - -
38 - 1 » <
39 1 1 1 "
a0 1 1 % 1
a1 i 4 1 2
42 1 1 1 -
a3 § g 1 -
a4 4 1 1 =
45 - 4 - 1
a6 1 1 1 1
a7 + 1 - 1
a8 1 1 - -
a9 1 1 1 =
50 4 + + -

1 a 33 = Aspergillus tubingensis (SchBber) Mosseray
34 a 48 Aspergillus heteromorphus Batista y Maia
49 y 50 Aspergillus phoenicis (Cda.) Tham

Tabla N? 10.~ Resultados correspondientes a la pro-
duccifn de susiancias inhibidoras por
las cepas del grupo Aspergillus niger
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10
11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25



26

28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38

39

41
az
a3
aa
a5
a6
a7
a8
ag

50

1l as0 = A5perg§11us fumigatus Fresenius

Tabla N2 11 .- Resultados correspondientes a la
produccién de sustancias inhibidoras
Por las cepas del grupo Aspergillus
fumingatus



6.DISCUYS TR

Siguiendo los criterios de clasificacién descritos
por Raper y Fennell (102), se han identificado las 50 ce-

pas del grupo Aspergillus niger y las 50 del grupo Asper-

gillus fumigatus , incluyéndose en las especies expuestas

en el apartado 5.1 : Aspergillus tubingensis (SchBber) Mo-

sseray , Aspergillus heteromorphus Batista y Maia , As-

pergillus phoenicis (Cda.) Thom , v Asperqillus fumigatus

Fresenius ,

Los criterios morfolfgicos utilizados hasta el momen-
to como dnico punto de referencin para la clasificacién de
los hongos imperfectos, pueden considerarse hasta un cier-
to punto subjetivos, debido a la gran variabilidad exis-
tente incluso dentro de una misma especie. (78, 83, 122).
Por este motivo durante los Gltimos afios, numerosos gru-
pos de investigadores han orientado sus esfuerzos a la
bldsqueda de otros criterios significativos cue ayuden a
la elaboracifin de una nueva taxonamfa. Tal es el trabajo
realizado por De Bertoldi (30) , cue ante la dificultad
de clasificar muchas de las cepas aisladas del género
Humicola siguiendo los criterios morfoldgicos, ha centra-
do su investigacién en los aspectos genéticos, citolégi-
cos y bioquimicos para la completa identificacién de los

mismos.

La caracterizacién bioguimica de los hongos forma-

dores de artrosporas proporciona un método de identifica-
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cibn més simple y ohre un: nuove discusidn taxondmica (a2)
al igual como se utiliza para la identificacidn de levadu-

ras (31, 65).

Son muchos los criterios bioquimicos utilizados pa-
ra diferenciar algunas especies, tales como la capacidad
de producir uno a varios enzimas (2, 43, 105 ), los re-
querimientos nutritives (95, 76), las relaciones con la
temperature y con la tensién de aguz (97), y asf{ mismo se
han realizado diversos intentos para elaborar una taxono-

mfa numérica (27,20, 32, 62, 110).

Siguiendo los criterios mencionados por los autores
anteriormente citadns v daro que 1~ clasificacidn hasta

nivel de especie de los yrupos o'zl 5énero Aspergillus se-

gin las pautas recamendadas por Raper y Fennell (102) re-

sulta poco definitoria especizlmente on el caso del gru-

po Aspergillus niger, en la presente memoria hemos inicia

do el estudio de la caracterizacidn hicquimica de las ce-

pas aisladas.

El uso de un medio de cultivo sélido para observar
la produccién de enzimas proporciona rapidez e la hora de

detectar su ausencia o presencia.
El término produccifn de enzimas en medio sflido

incluye la sfntesis del enzima y la actividad del mismo

sobre el sustrato después de su produccién.
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Dado que la sintesis y la actividad enzim&tica son pH
dependientes, el pH de los medios sflidos utilizades varfa
de 4 a 7, y en algunos casos alcanza 7,5. Aunque el creci=
miento es idbneo, en muchos casos se ha observado que a pH
4-5, la produccifn de enzimas se vefa limitada o completamen-
te inhibida (45). E1 pH 6 por el contrario, permite un buen

crecimiento y una buena produccién de enzimas.

Siguiendo las técnicas descritas en el apartado 4.2.2.1
y 4.2.2.2 y a la vista de los resultados obtenidos, observa-
mos gque las cepas ensayadas pertenecientes al gruwpo Aspergi-
1llus niger han presentado en un 100 ¢ la capacidad amilolfti-
ca. La produccién de estos enzimas por algunas cepas del gru-

po Aspergillus niger esté en continuo estudio, y han sido ya

usados para la obtencién de glucosa cristalina a partir de al-

midén (101, 102, 109).

El 100 ¢ de las cepas ensayédas presentan capacidad 1i-
politica, que ha sido también puesta de manifiesto en otras

investigaciones (55, 102, 109).

Todas las cepas estudiadas tienen actividad pectolftica
y elaboran catalasa, corrohborando as{ otras investigaciones
sobre el usao de algunos miembros del grupo A. niger como fuen-
te de estos enzimas (102, 109). Del mismo modo se han obteni-
do resultados completamente positivos en la produccién de urea-

sa y fosfatasa.
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Algunos autores (102, 107) haren cnostar la producciédn
de enzimas proteolf{ticas por determinadas cepas del grupo As-

paggillus niger, aunque su aplicacién es limitada debido a que

se requiere un pH &cido 6ptimo (2,7 a 3). En nuestro ensayo,
siguiendo la técnica descrita por Hankin y Anagnostakis (45]
el pH final del medio de cultivo es 6, por lo que el resul-

tado de esta prueba ha sido neqativo.

También han resultado negativas en un 100 - , la produce-
cifn de DNAsa, la produccién de gas y GHE en TSI, la reduccidn
de Nitratos, la produccifn de amonfaco a partir de neptona ,

y la prueba del Voges-Proskauer,

Un 58 % de las cepas ensayadas han sido capaces de uti-

lizar el citrato como Gnica fuente de Carbono.

La accidn de las cepas estudiadas sobre los azlicares ,
varia notablemente con el merdio de cultivo empleado. Asf, en
la prueba del rojo de metilo, sélo el 68 ¢ han producido Aci-
do a partir de la gfiucosa, y un 100 % lo han hecho en el me-
dio 1liquido descrito para fermentaciores ( 65 ) y en el medio
TSI. En el medio de cultivo de Hugh y Leifson , el 100 % de
las cepas estudiadas han presentado metabolismo fermentativo
con respecto a la glucosa. La produccidn de &cido a partir de
lactosa o sacarosa en medio TSI ha sido positiva en un 100 %,
mientras que en el medio l{quido para fermentaciones ha sido
positiva en un 100 % para la sacarosa y s6lo en un 36 § para
la lactosa. En este ¢ltimo medio de cultivo, el 100 % de las
cepas ensayadas han producido dcido a partir de la galactosa

y maltosa.
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La variabilidad observada en la actuacién frente a los
azlicares ensayados, permite deducir la necesidad de citar en
cada caso el medio de cultivo sobre el cue se ha realizado la

prueba.

Ademés de los enzimas citados anicriormente, se ha uti-
lizado una técnica semicuantitativa para la determinacién de
enzimas, descrita principalmente para bacterias,(3, 51, S6,
63, 77, 94, 117 ), pero cuya cficacia en hongos ha sido ple-
namente demostrada (1, 12, 13, 42},

En relacién con la especie Aspergillus tubingensis (SchB—

ber) tiosseray y tal como se indica en la tabla H? 3, en el

100 % de las cepas estudiadas se detecté la presencia de los
enzimas Fosfatasa &cida y alcelina, P—glucosidasa y N-acetil-
P-ﬁﬂucnsaminidasa. En orden de incidencia decreciente, de los
15 enzimas restantes, se observd que el 6C,5 ¢: de las cepas
posefa Estearasa lipasa, el 35,3 ¢ fosfamidasa, el 33,3 $of~
fucosidasa, y el 21,2!ﬂ;p—galactosidasa, no preseniando nin-

guno de los enzimas restantes.

Las cepas pertenecientes a la especie Aspergillus hste-

romorphus Batista y Maia investigadas, presentan en su tota-
lidad los enzimas Fosfahasa fcida y alcalina, ﬁ—glucusidasa
y: N=acetil P—-glucosaminidasa. As{ mismo en un 46,6 % se de-
tects la estearasa lipasa, en un 46,6 % la fosfamidasa, en

un 26,6 % lap—galactnsidasa, y en un 6,6 % laX -galactosida-
sa, no evidenciéndose la presencia de los 11 restantes enzi-

mas investigados por el método semicuantitativo.
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Finalmente y dentro dcl grupo Aspergillus niger, las dos

cepas de Aspergillus phoenicis (Cda.) Thom, presentaron una

gran variabilidad en los enzimas detectados por este método,
dado que mientras los enzimas Fosfatasa 4cida y alcalina,
P-glucnsidasa y N~acetil—ﬂ—glucnsaminidasa fueron hallados
en ambas cepas, la cepa N? 50 presentd cdemds ladyﬂ-galactp—

sidasa,

De los datos aportados podemos deducir que atendiendo
a los enzimas ensayados y al nimero de cepas investigadas,

las especies del grupo Aspergillus niger coinciden en presen-

tar los enzimas Fosfatasa Acida y alcalina,f3—glucosidasa y

N-acetil- p —-glucosaminidasa.

En relacién con la actividad inhibidora del desarrollo
de microorganismos mostrado por las cepas cnsayadas del gru-

po Aspergillus niger, siguiendo la técnica descrita en el a-

partado 4.2.3 y a la vista de los resultados obtenidos pode-
mos deducir que el 80 % de las estirpes es activa frente a

Escherichia coli, el 82 % inhibe el desarrolle de Serratia

marcescens, La méxima actividad se manifiesta frente a Sta-

phylococcus aureus , dado que se alcanzan parcentajes del

96 %, mientras que frente a Bandida albicans sélo el 18 %

de las cepas ensayadas han mostrado cepccidad inhibidora.

31 de las cepas ensayadas fueron activas frente a tres
de los microorgonismos, 8 frente a dos, 6 frente a los cua-
tro microorganismos, y tan solo 5 frente a un dnico microor-

nmanismo,
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En la bibliografic han sifdn loscritos un ndmero limi-
tado de antibifticos, todos ellos de escasa aplicacifén, ela-

~borados por algunas cepas del grupo Asperngillus niger, entre

los que destaca una sustancia denominada aspergilina, descri-
ta por Krasilnikov y Korenyako en 1945 y citada por Raper y
Fennell (102), que mostré ser activa frente a bacterias Gram 4

y Gram -.

El 100 % de las cepas ensayadas tdel grupo Aspergillus
fumigatus siguiendo las técnicas descritzos en los apartados
correspondientes, producen urcasa , co-n ya habfa sido obser-
vado por Franke y Krieg en 1752, citaslo por Raper y Fennell

(102), y Hankin y Anagnostakis (45).

£1 100 ¢ de las cepas tienen activies? pectolftica, fos-
fatlsica y amilolftica, y ninguna presenta onzimas proteolfti-
cos, coincidienco con los resultados obtenicZos por Hankin y

Anagnostakis (45).

En ningfin caso las cepas cnsayadas han presentado enzi-
mas lipolfticos, en contraste con Hankin y Anagnostakis (45),
Ramakrishnen y Benerjee (1951, 1052) y Vishwanathan, Vasavada

y cols {1957), autores mencionados por Raper y Fennell (102).

£1 100 % de las cepas producen el cnzima DNAsa, lo que

difiere de los resultados obtenidos por otros autores (dS].

Todas las cepas han sido capaces de producir catalasa

y utilizar el citrato como Onica fuente de Carbono.
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Han resultarlo nenativas en un 100 9. las pruebas del In-
dol, Voges-Proskauer, produccién de amonfaco a partir de pep-

tpna'y la produccién de gas y SH2 en TSI,

El 62 % de las cepas aisladas, han reducido los nitra-

tos a nitritos.

La eccién sobre los azficeres podemos decir que es muy
baja, ya gue ninguna de las cepas ha producido &cido a partir
de la glucosa en la prueba del Rojo de metilo, ni a partir de
la glucosa, sacarosa y lactosa en el merlio TSI. En el medio
de cultivo de Hugh y Leifson, en ningln caso se ha observado
accidn sobre la glucosa. En el medio lfquido para fermenta-
ciones, los resultados han sido positivos en un 30 ¢ para la
glucosa, un 6 §: para la galactosa, un 12 ¢ para la maltosa,
un 26 % para la sacarosa y totalmente nenativo para la lacto-

sa.,

Al igual que para las cepas pertonecientes al grupo

Aspergillus niger, se ha ohservado lo el-horacién de enzimas

por el método semicuantitativo, descrita on 2l apartadeo £.2.2.1

El 100 ¢: de las cepas presentaron 17 produccidn de Fos-
fatasa &cida y elmalina,p -nlucosidasc, H~:cntilf3- glucosa-

minidasa y la fosfamidasa.

En orden creciente de los restantes enzimas[ el 4 9. de
las cepas estudiadas produjeron -glucosidasa, el 6 <) cisti-
na arilamidasc, el 80 § Estearasz, y el 94 ¢t estearasa Lipasa.
€n ninguna de las cepas ensayadas se detectd la presencia de

los 10 enzimas restantes.
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La produccifn de antibidticos por el nrupo Aspergillus
fumigatus fue ya evidenciada en 1933 por Anslow y Raistrick
quienes, como sefiala Raper y Fennell (102), aislaron la fumi-
gatina y espinulosine como metabolitos secundarios activos .
La fumigatina fue posteriormente ensayada por Oxford y Rais-
trick en 1942, quienes demostraron su actividad frente a gran
nimero de bacterias Gram + y Gram - en ensayos realizados "in
vitro"., En el mismo afio Waksman, Horning y Spencer aislaron
un tercer antibiftico denominado fuminacina que presentaba

actividad frente a cocos gram + y bacilos.(102).

Las 50 cepas pertenecientes al grupo Aspergillus fumi-

gatus investigadas en el presente trabajo, presentaron su mé-

xima actividad frente a Staphylococcus aurcus (82 ¢) .

El 22 % de las cepas inhibieron el orecimiento de Escherichia

coli, el 6 % fueron activas frente a Candida albicans, y s6-

lo el 2 % de las cepas ensayodas impidicron el adecuado de-

sarrollo de Serratia marcescens.

Ninguna de las cepas estudiadas pertenecientes al grupo

Aspergillus fumigatus presentd actividad simulténea frente

a los cuatro mmcroorganismos investigados, 1 fue activa fren-
te a 3 microarganismos, 9 frente a dos, y 35 frente a 1, exis-

tiando 4 cepas cque no presentaron accidn inhibidora alguna.
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Al intentor establecer una comparacidén a nivel de los
dos grupos del género Aspergillus objetc de la presente memo-
ria, podemos sefialar gue la accién sobre los azlicares ensa-
yados es notablemente superior en el caso de las cepas per-

tenecientes al grupo Aspergillus niger.

Con respecto a 1a utilizacién del citrato como (nica
fuente de carbono, se establece también una diferencia, dado

que el 100 $: de las cepas de Aspergillus fumigatus pudie -

ron desarrollarse en este medio, mientrzc nue del grupo As-

pergillus niger sélo lo hicieron el 52 ¢,

También en lo cue a la reduccidn ce nitratos se refie-
re, observamos gue en cl caso de los cerpos el gruno Asperdgi-
1llus niger ninguna fue caopaz de actuar sohre los nitratos ,

diferenciéndose de las del grupo Aspernillus fumigatus, ya

que de ellas el 52 9. consijuicron recucir 15s nitratos a ni-

tritos.

En el caso de los enzimas drtectudos por mélodos cua -
litotivas, considaerendo las cepas esturlinrdzs, estos dos gru-

pos del género Aspergillus pueden dictinguirse en base a

oue el grupo Aspergillus niger posee en un 100 ¢ actividad

lipolitica, noexistiendo en ninguna de las cepas del grupo

Aspergillus fumigatus . Por el contrario, un 100 % de éstas

dltimos presentaron actividad DNAsica, mientras que en nin-

guna de las cepas del grupo Aspergillus niger se pudo eviden-

ciar la presencia de este enzima.
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En relacibn con los 19 enzimas detectados por el método
samicuantitativo, se observa claramente que las 100 cepas es-
tudiadas poseen 4 enzimas comunes : Fosfatasa &cida y alcali-

na, P- glucosidasa y N-acatil-{)-glucusaminidasa.

Sin embargo en el caso de las fosfatasas &cida y alcali-

na, las cepas del grupo Asperngillus fuminatus poseen mayor

actividad dado que su concentracifin oscila entre 5 y 10 nm,

mientras gue en las cepas del grupo Aspergillus niger se

detectaron niveles de 5 nm.

Los dos enzimas restantes prescntaron concentraciones

andlogas en ambos grupos.

Ademés de los cuatro enzimas mencionados, todas las ce-

pas del grupo Aspergillus fumigatus ensayad=c , poseen el en-

zima fosfamidasa.

Al estudiar los resultados obtenirdos en la deteccién de
sustancias inhibidoras, podemos observar cue las cepas estu-

diadas del nrupo Aspernillis niger poscen on general mayor

accidn inhibidorz frente a los microorganismos ensayaros que

las cepas del crupn Asperyillus Tomicnlos

Teniendo en cuenta los estudios reslizodos en la pre-
sente memoria, pocdemos deducir que no existe una plena cor-
relecién entre las actividades metabdlices observadas y los
criterios morfoldgicos que permiten la clasificacidén hasta
nivel de especie citados en la bibliografia, hecho que corro-

bora las aportaciones de algunos autores (83, 102].
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7. CONGLUE IGMT

Como resumen de los datos expuestos y a modo de conclu-

siones podemos senalar gue :

l.- De las 50 cepas del grupo Aspergillus niger, 33 se han

identificado como Aspergillus tubingensis (Schiber) Yosse-

ray, 15 como Aspergillus heteramorphus Q(Batista y Maia y

las dos restantes como Aspergillus phoenicis (Cda.) Thom

2.~ Las 50 cepas del grupo Aspergillus fumigatus se han iden-

tificado como Aspergillus fumigatus Fresenius.

3.- Las 50 cepas del grupo Asperqgillus niger poseen los en-

zimas Fosfatasa &cida y alcalinu,P—glucosidasa , N-ace-
tiL—ﬂ-ﬁﬂucusaminidasa, ureasa y catelasa, asf como las

actividades amilolitica, lipolftica y pectolftica.

4.- Las cepes del grupo Aspergillus fumigatus poseen los en-

zimas Fosfatas &cida y alcalina, Fnsfcmida&a,ﬁ—ﬂlucnsi—

dasa, N-acetil- - glucosaminitesz, ureasa, DNAsa y co-

u

talasa, =sf como las cctividades awilelftice y pectolf-

tica.

5,- Las 50 cepas del grupo Aspergillus niger son capaces de

producir Acido a partir de glucosa, galactosa, maltosa y
sacarosa, mientras que s6lo el 36 §¢ pueden hacerlo s par-

tir de lactosz.
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6.- E1 30 % de las cencs pertenecientes al grupo Aspergillus

fumigatus han producido &cido a partir de glucosa , el
26 % lo han hecho a partir de sacarosa y el 12 % a partir
de maltosa. Ninguna de las cepas ha sido capaz de produ-

lo a paertir de la lactosa.

7.~ Las 50 cepas del grupo Aspergillus fumigatus pudieron de-

sarrollarse en presencia de citrato como dnica fuente de

carbono, mientras que las del grupo Aspergillus niger s6-

lo lo hicieron en un 53 ¢,

8.~ E1 62 % de las cepas del grupo Aspergillus fumigatus en-

sayadas fueron capaces de reducir los nitratos, mientras

que ninguna de las cepas del grupo Asnergillus niger lo

hicieran.

9.- E1 82 % de las cepas del grupo Aspergillus fumigatus fue-

ron activas frente a Staphylococcus aureus , el 22 § fren-

te a Escherichiia coli , el G §: frente a Candida albicans

y el 2 ¢ frente a2 Serratia marcescens

10.- E1 96 ¢ de las cenas del grupo Asper-illus niger inhibie-

!
ron el desarrollo e Staphylococous swareus , el 32 ¢ el

de Serpatia marcescens , nl 00 ¢ nl de Escherichia coli

y s6lo el 12 €. el de Candida albicons.,

11.- De las SC cepas ensayadas del grupo Aspergillus niger ,

31 fueron activas frente a 3 de los microorganiemos
estudiados, 8 frente a 2, 5 frente a2 los 4 microorga-

nismos, y tan solo 5 frentec a un (nico microorganismo.
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12.- Ninguna de las cep=n <el grupo Asnergillus fumigatus

presentd actividad simulténeca frente a los 4 microor-
ganismos investigados, 1 fue activa frente a 3, 9 fren-
te a 2 microorganismos y 36 frente a 1, existiendo 4

cepas que no presentaron accién inhibidora alguna.

13.- No existe plena correlacifin entre las actividades me-
tabb6licas observadas y los criterios morfolégicos que

permiten la clasificocifn hasta nivel de especie del

génern Aspergillus.
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