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1. INTRODUCCION

1.1 GENERO ASPERGILLUS

La actual denominación de Aspergillus se menciona por

vez primera en la "Nova Plantnrum Genera" de f.'icheli , en

1729, pero hasta mediados del siglo XXX este género no em-

pieza a considerarse como agente causal de procesos de de-

terioro, y como productor de enfermedades en hombres y ani-

males, reconociéndose así mismo su capacidad de elaborar me-

tabolitos secundarios út’Jes para el hombre.

Debido a que algunas especies del género Aspergillus

presentan estado ascospórico, mientras oue otras carecen de

él, existe una confusión con respecto al nombre que debería

ser aplicado al género.

Tal como mencionan Raper y Fennell (102), Micheli en

1729, aplicó el nombre al estado asexual de ciertas espe -

cies comunes. Más tarde Link (1809) introdujo el nombre de

Aspergillus glaucus para designar a los cabezas canidiales

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

dándose cuenta de su origen común, aplicó el nombre de Euro-

tium herbariorum al cleistitecio amarillo formado por el mis-

mo hongo. El origen común de estas estructuras fue demostra-

do por De Bery en 1854.

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

nombre genérico de Aspergillus dbería ser utilizado para to-
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dos estod hongos tanto si se produce como si no un estado

ascospórico. Su opinión se basaba en la tesis de que en-

contrando y describiendo el estado sexual, se completaba la

caracterización de un hongo ya conocido, y que esto permiti-

ría separar un número limitado de Aspergillus que desarrollan

un estado sexual, de la mayoría de especies que no lo hacen.

Entre los principales sinónimas aplicados a este géne-

ro destacan los siguientes : Eurotium Link (1009) ; Sterigma-

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

Aspergíllopsis Spegazzini (1911) ; Diplostephanus Lange-r-

ron (1922) ; Inzengaea Borzi (1004) ; Gartoya Vuillemin

(1955).

1.2. CARACTERISTICAS MACROGCOPICAO Y MICROSCOPICAS

Debido a que son poco numerosas las especies del gé-

ñero Aspergillus que dan lugar a cleistotecio y ascosporas,

la clasificación según Raper y Fennell (102) debe basarse

en las características de la coloniay los detalles y morfo-

logía de sus estructuras fundamentales.

Para hacer la descri°ción de una colonia del gnero

Aspergillus, debe especificarse la composición del medio

de cultivo sobre el que se ha desarrollado, la temperatura,

el tiempo de incubación y las condiciones de iluminación.

Bajo condiciones conocidas y uniformes de cultivo, las carac-

terísticas de la colonia han sido consideradas (102) como

datos significativos en la identificación y descripción de

las especies del género Aspergillus
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CARACTERISTICAS MACROSCOPICAS

COLOR El color del micelio aéreo de una colonia del

género Aspergillus , incluyendo el del micelio vegetativo ,

de las cabezas conidiales, riel clestotecio y del esclerocio

cuando estén presentes, es normalmenre un dato significati-

vo en la caracterización de las especies.

Existe un rango propio de coloración en el micelio

aéreo de cada uno de los grupos del género Aspergillus y

unrango más estrecho para las especies en particular. Así

mismo, puede o no haber pigmentación en los conidios, es-

terigmas, vesícula y conidióforo.

PIGMENTACION .- La pigmentación del micelio basal o

del sustrato proporciona un dato adicional, pero no abso-

luto en la caracterización 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 objeción con respecto al

uso del color como carácter diagnóstico estriba en la di-

ferencia individual en la interpretación de los colores ,

aunque puedo ser subsanado con lo utilización de códigos

internacionales de colores.

VELOCIDAD DE CRECIMIENTO .- La velocidad de crecí-

miento y el diámetro de la colonia en un tiempo determina-

do y 8n un medio de cultivo específico difiere de unas es-

pecies a otras y de un grupo a otro.

- 3 -



CCRELIO Loe coremios son agrupaciones especiali-

zadas erectas de conidióforos nue han sido observadas úni-

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

per y Fennell se han descrito también estructuras semejan*

tes al verdadero coremio.

OLOR Aunque a veces es marcado, nunca es un carác-

ter de diagnóstico, y debe utilizarse únicamente coma com-

probación en la identificación de especies.

CARACTERISTICAS filCROSCOPICAS

CABEZA CONIDIAL El color, forma , tamaño y dispo-

sición de las cabezas conidiales pueden ser considerados

rasgos características de las especies y de los grupos a

los que pertenecen.

CELULA BASAL La primera indicación en el desarro-

lio de una estructura conidial en el género Aspergillus es

el alargamiento de ciertas células del micelio que desarro-

lian una pared gruesa, a partir de las cuales emerge el co-

nidióforo. Pueden estar sumergidas en el sustrato o surgir

de la hifa basal. La presencia de la célula basal es una

evidencia de que el hongo aislada es una especie del géne-

ro Aspergillus, pero su ausencia no puede utilizarse para

excluir a un microorganismo del género.

- 4 -



Las colonias prodon alcanzar su diámetro máximo, gran-

de o pequeño, bien sea rápida o lentamente. El crecimiento

puede cesar brucamente tras un corto periodo'de tiempo o con-

tinuar durante algunas semanas. En condiciones estandariza-

das el diámetro de las colonias puede ser un dato eficaz en

el diagnóstico de las especies.

MARGEN DE LAS COLONIAS .- Los márgenes de las colonias

pueden ser gruesos y delimitados o delgados y difusos, li-

sos o lobulados y sumergidos o aéreos.

MICELIO BASAL .- El micelio basal puede ser delgado

o denso, fuerte o quebradizo y plano o surcado.

TEXTURA .- La textura de la superficie de las colonias

bajo condiciones uniformes de cultivo, es un dato eficaz en

el diagnóstico de las especies del género Aspergillus .

Así, algunas colonias se describen como algodonosas, otras

como flocosas, aterciopeladas etc.

ZONACION .- La zonación es debida a la producción al-

ternativa de cabezas conidiolos y esclcrocia, a de cabezas

conidiales y cleistitecio, o a la formación de anillos con-

céntricos de esclerocio y c1eistotecio alternando con ani-

líos de estricto crecimiento miceliar. En contraste con es-

tas zonas concéntricas, algunas especies desarrollan carac-

terísticamente cabezas sólo en áreas localizadas, debido

principalmente a la sequedad y concentración del medio de

cultivo utilizada.



CONIDICFOPiG En la mayoría do las especies del 36-

ñero Aspernillus los conidióforos na presentan ramificado-

nes, y de cada uno nace una sola cabeza conidial.

La longitud y diámetro de la sección del conidióforo

entre el pie celular y la base de la vesícula es un dato

taxonómico diferencial según Raper y Fennell (102), para la

descripción de las especies. Los conidióforos son mononema-

tosas y macronematasas (35,5b) y poseen las paredes gruesas,

de tamaño uniforme en toda la longitud del conidióforo o

más acentuado en la base y menos en la zona cercana a la ve-

sícula.

El conidióforo puede estar o no septado. El septo si

se presenta es delgado y tenue, pero en algunas especies es

bastante aparente.

Atendiendo a las características de la pared del coni-

diáforo observada a gran aumento, pueden distinguirse dos

grupos generales. En el primero, la superficie externa de

la pared es lisa, bastante homogénea al microscopio, y al

no absorber los colorantes protoplasmáticos, su estructura

es difícil de distinguir. Al romprese, muchos conidióforos

muestran el extrema irregular como un tubo de cristal roto,

o en forma de astillas como ocurre en el grupo A,niger .

En el segunda grupa la pared aparece irregularmente

equinulada. Esta equinulación se debe a la acumulación de

material cristalino que puede ser o no pigmentado entre la
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membrana externa rfe la célula y la pared hialina.

Los conidióforos puüden ser hialinos o coloreados en

tonos verdes, amarillos o marrones. El grado, extensión y

localización de la pigmentación varía con las especies y

cepas. En el grupo A. nigor por ejemplo, la pigmentación

del conidióforo es progresiva desdo la vesícula hasta la

base.

VESICULA . - El conidióforo da lugar a una estructu-

ra globosa, hemisférica o elíptica conocida con el nombre

de vesícula en la que se formarán las células conidiógenas.

La vesícula se sitúa en el mismo eje del conidióforo , pe-

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

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

este caso las vesículas pueden aparecer bifurcadas.

Las vesículas pueden ser hialinas o pigmentadas en la

misma tonalidad del conidióforo. Su forma y tamaño son ca-

racteres importantes en el diagnóstico, y deben incluirse

en la descripción de todas los especies. El tamaño de las

vesículas varía con la composición del medio de cultivo, por

lo que debe especificarse ni sustrato sobre el que se ha de-

carrollado. Las vesículas pueden ser fértiles en toda su

superficie o no, y este carácter está influido por el ta-

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

CELULA CONIDIOGENA .- La célula conidiógena o este-

rigma es aquella que se caracteriza por ser productora de
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conidios. En el género Aspergillus normalmente se desarro-

lia de forma perpendicular a su punto de origen. Puede ser

hialino o pigmentado como la vesícula, y según Raper y Fe-

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

En la mayoría de las especies con esterigmas biseria-

dos, cuando los esterigmas primerios han alcanzado su má-

ximo desarrollo, aparecen los secundarios. En algunas es-

pecies del grupo A. niger los esterigmas primarios aumen-

tan su longitud inclusa después de que se hayan formado los

secundarios y hayan dado lugar a los conidios. En A. niger

los esterigmas primarios pueden ser septados.

Cada célula conidiúgena soporta una única cadena de

conidios. Los esterigmas son normalmente característicos

en forma y tamaño, pero de cara a la identificación son más

significativos los primarios. En la reciente clasificación

del género Aspergillus (3P], el esterigma primario recibe

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

esta nueva nomenclatura la adaptada en la presente memoria.

COMIDIO . - En la mayoría de las especies del género

Aspergillus los conidias san uninucleadas y de ellos más

que considerar medidas exactas, debe anotarse ub rango de

tamaños. El color de las paredes de los conidios es un da-

to significativo ya que determina el color de la cabeza co-

nidial. Puedo aparecer más o menos difuso en un conidio li-

so o condensado entre las paredes externas e internas ori-

ginando ornamentaciones típicas. Este último carácter es

importante en algunas especies de A. niger.
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ASCOSPORAS , ASCAS Y CLEISTOTECIO . - La existencia

de un estado ascospórico ha sido descrito en algunas espe-

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

Aspergillus . Las ascosporas o esporas sexuales en estado

de madurez presentan la forma de una lente biconvexa y su

tamaño y características externas son criterios esenciales

para la clasificación. Las ascosporas se reúnen general-

mente en número de ocho, originando las aseas, que a su vez

pueden agruparse dando lugar a unas estructuras conocidas

con el nombre de cleistotecios.

CELULAS DE HULLE Las células de Mulle son estruc-

turas especializadas de tamaño y forma característica,cuya

función se desconoce y aparecen en ciertos grupos del géne-

ro Aspergillus .

ESCLEROCIO El esclerocio es un conjunto de células

de pared gruesa, de tamaño y forma característica que apa-

recen regularmente en algunos miembros de los grupos A.ni-

ger, A.candidus, A. flavus y A. ochraceus . La producción
de esclerocio se favorece con una concentración elevada de

nitratos y sacarosa (pero no glucosa o lactosa) y una tem-

peratura óptima de crecimiento.(20-2G9C ). Su presencia o

ausencia mo puede considerarse un criterio eficaz de diag-

nóstico.

Las características hasta ahora mencionadas se obser-

van en la figura 1.
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FIGURA 1. Esquema de los elementos microscópicos del género

Asperglllus

-10-



Para una correcta identificación de las cepas del gé-

ñero Aspergillus hasta el nivel especie, Raper y Fennell (102)
consideran las siguientes características :

N9 o designación. Procedencia

Medio de cultivo. Temperatura. Tiempo de incubación

Características 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

Vesícula :

Forma

Dimensiones

Color

Area fértil

- 11 -



Métula :

Desarrollo

Dimensiones

Color

Esterigma :

Desarrollo

Dimensiones

Color

Conidióforo :

Longitud

Diámetro

Características de la parad

Conidio :

Dimensiones

Características de la pared

Color

Células de Hülle y otros elementos de las hifas:

Forma

Dimensiones

Esclerocio y estructuras relacionadas :

Forma y estructura

Dimensiones

Color

Estado ascospárico

Cleistotecio :

Origen

Forma y estructura

Cantidad presente y Dimensiones

Color

- 12 -



Aseas :

Forma

Dimensiones

Ascosporas :

Forma

Dimensiones

Color.

1.3 . GRUPOS DEL GENERO ASPERGILLU3

Las cepas del género Aspergillus se clasifican pri-

mariamente atendiendo a sus características morfológicas en

los siguientes grupos que incluyen varias especies :

A. clavatus , A.glaucus , A. ornatus , A. cervinus ,

A. restricus , A. fumigatus , A. ochraceus , A, niger ,

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

A, versicolor , A. nidulans , A. ustus , A. flavipes y

A. terreus .

De todos ellos centraremos nuestro estudio en los gru-

pos A. niger y A. fumigatus, cuyas características dife -

renciales se detallan a continuación.

Grupo Aspergillus niger :

Las especies de este grupo se distinguer por poseer

cabezas conidiales de tonalidades marrón oscuro o negruz-

cas, globosas, radiadas o formando columnas irregulares o

- 13



bien definidas. Los coniriióforos son hialinos o merrones,

típicamente lisos, pero en algunas especies son granulosos

o punteados. Normalmente posee paredes gruesas pero pueden

también ser delgadas, dividiéndose longitudinalmente cuan-

están aglomerados.

Las vesículas son globosas, hialinas o coloreadas de

marrón oscuro o claro. Pueden presentar métulas y estergma

o solo esterigmas según les especies, e menuda muy colorea-

das o incluso llenas de pigmento.

Los conidios son globosos, subglobosas, elípticos o

horizontalmente aplanados.Lisos, equinulados, verrucosos o

con estrías longitudinales.

Los esclerocios son de aspecto globoso o subgloboso,

de color crema cuando son jóvenes y tostados o gris-marrón

al madurar.

Las especies pertenecientes al grupo A. niger se cía

sifican en dos grandes apartados atendiendo al tipo de cé-

lulas conidiógenas, que como ya se ha indicado anteriormen-

te pueden ser métulas y esterigmas o sólo esterigmas.

Con métula y esterigma se incluyen las especies sitj.

guiantes : A. carbonarius , A. ficuum , A. phoenicis ,

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

A. flavofurcatis , A. ellipticus, A. heteromorphus , A. foe

tidus.

- 14 -



Careciendo da métalo, se consideran dos especies :

A. japonicus , A. aculeatus.

Grupo Aspergillus fumigatus :

Las especies de este grupo se diferencian por poseer

cabezas conidiales típicamente columnares y a menudo com-

pactas. Su coloración varía desde verde-azul al verde-oscu-

ro.

Vesículas en forma de matraz y fértiles en la mitad

o las tres cuartas partas de su superficie. Presentan ñor-

malmente coloración verdosa. Los esterigmas son muy nume-

rosos y a menudo pigmentados como las vesículas.

Los conidióforos son de pared lisa y generalmente de

color verdosa, principalmente en el área terminal. Los co-

nidios son globosos o subglobosos, equinulados y raramente

elípticos.

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 coloración. Son bivalvas

con crestas ecuatoriales y las superficies convexas están

diversamente ornamentadas .

La mayoría de las especies se desarrollan óptimamente
a 373 C , pero algunas pueden presentar una amplia gama de

termofilia.

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

diendo a la aparición de cleistotecio y ascosporas ( serie

15



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

serie A. fischeri se encuentran clasificadas las siguientes

especies :

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

nosus , A./quadricintus , A. aurealus , A. stramenius ,

A. auratus .

En la serie A. fumigatus consideramos las especies si

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

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

vipes.

1.4. ECOLOGIA E If.'PPnTAf'CIA CLINICA

La capacidad que paseen las cepas del género Aspergí-

llus para crecer en distintos tipos de sustrato bajo una

amplia gama de condiciones ambientales ( 5, 23, 102 ), ha

hecho posible que alguna de ellas pueda colonizar tejidos

animales vivos y muertos. La invasión de tejidos vivos es

responsable de varios tipos de enfermedades en el hombre y

en animales de sangre fría y caliente, pero este parasi -

tismo debe considerarse siempre accidental en su ciclo sa-

profítico normal en la naturaleza, lo que incluye germina-

ción de conidios ( 11,00 ), colonización de sustratos (15,
17, 23, 102, 116 ) fructificación y diseminación por el ai-
re (14, 16, 10, 10, 79, 00, 102, lll) .

Ni la producción de metabolitos tóxicos para animales
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cuando son ingeridos, o alérgicos cuando se inhalan ( 14,

23, 40, 52, 102, 108 ), ni la colonización en el huésped

(23, 102) son esenciales para la supervivencia de las es-

pecies.

Las enfermedades que desencadenen son de diversa ín-

dolé, y de considerable importancia tanto médica como vete-

rinaria.

En relación con los dos grupos del género Aspergillus

estudiados, podemos destacar la importancia del grupo A.ni-

ger como agente etiológico de otomicosis, principalmente

(23, 102).

Desde el punto de vista clínico 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, 76, 102) . Generalmen-

te se encuentra como saprófito en las cavidades residuales

de los pulmones, produciendo una aspergilosis secundaria.

Rara vez invade los tejidos, aprovechando para la infesta-

ción una disminución de las defensas del organismo produci-

da tras una enfermedad debilitante, tratamientos prolonga-

dos con antibiótivos, antimitóticos o corticoides.

Junta a estas afecciones de tipo sistémico, se ha de-

mostrado la capacidad por parte de varias especies de es-

tos dos grupos, do desencadenar procesos alérgicas, coma

consecuencia de la inhalación o contacto con los conidios
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y fragmentas de hifas (14, 20, 23, 102, 108). Del mismo ma-

do, algunas especies del grupo A. fumigatus son agentes

desencadenantes de la fiebre del heno, asma y aspergilosis

broncopulmonar alérgica (14, 23, 68, 6°, 70, 82). También
se ha descrito como agente causal de mastitis bovina (37,

104).

1.5. CARACTERISTICA3 BIOQUIMICAS Y CAPACIDAD INHIBI-

DORA DEL CRECIMIENTO DE OTROS MICROORGANISMOS

Durante los últimos años se han realizado numerosas

investigaciones con el fin de poner de manifiesta las ca-

racterísticas bioquímicas de diversos hongos, demostrándose

su capacidad de elaborar un gran número de metabolitos se-

cundarios útiles para el hombre (2, 107). Entre los diver-

sos estudios citados en la bibliografía podemos destacar

aquellos destinados a evidenciar la producción o presencia

de determinados enzimas: producción de celulosas, especial-

mente en Trichoderma viride (7, 8G, 87, 03, 107, 114, 115)

y en otros muchos hongos imperfectos (22, 26, 49, 34, 93,

102, 109, 121), capacidad de hidrolizar la urea (8, 45, 102,

105, 124), producción del enzima fosfatasa (22, 24, 45) ,

capacidad pectolítica (22, 35, 45, 51, 57, 74, 01, 09, 102,

109, 120), DNAsica (45, 105), RNAsica (22, 45), proteolíti-

ca(22, 60, 61, 74, 81, 102, 109, 120), lipolítica (29, 45,

55, 57, 90, 91, 102, 109, 119), amilolítica (26, 45, 101,

102, 106, 109, 117), catalasaf21, 109), peroxidasa (21,73)
y galactosidasa(109).
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Es sobradamente conocido el importante papel que han

desempeñado los hongos en el avance de la quimioterapia

desde que en 1929, como mencionan Stanier y colaboradores

en su tratado (113), Fleming observó la inhibición del ere-

cimiento de las bacterias en la proximidad de las colonias

de Penicillium notatum . Este descubrimiento representó el

nacimiento de una nueva industria basada en el uso de los

microorganismos para la síntesis de agentes quimioterápicos.

Debido a la resistencia que adquieren los microorga-

nismos por el uso indiscriminado de estas sustancias an-

timicrobianas no ha cesado el interés de los investigadores

en la búsqueda de nuevos metabolitos capaces de inhibir el

desarrollo de otros microorganismos, tal como demuestran

recientes estudios (4, 1G, 33, 41, 44, 5D, 54, G6, 72, 85,

93, 99, 10G, 110, 123) .
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2. OBJETO E ir: TE RE

Uno de los capítulos más discutidos en el campo de la

Micología es la Taxonomía de los Hongos Imperfectos. Al in-

tentar clasificar las cepas de los hongos filamentosos, los

investigadores centran sus estudios en la observación de las

características macroscópicas y microscópicas que presen -

tan las colonias al desarrollarse en medios de cultivo ar-

tificiales, por lo que pueden sufrir alteraciones diversas,

existiendo la posibilidad de que los caracteres anotados

sean poco objetivos.

En el intento de facilitar la identificación de las

diversas especies del género Aspergillus incluidos en dos
»

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

saber Aspergillus fumigatus y Aspergillus niger, se ha

llevado a cabo la completa caracterización de 50 cepas de

cada uno de los dos grupos desde el punto de vista taxonó-

mico y .bioquímico, estableciendo diferencias no sólo a ni-

vel macroscópico y microscópica, sino también desde el pun-

to de vista enzimática y de vías metabóli.cas que facilite

la identificación de las especies y colabore, a un mejor es-

tudio de los hongos filamentosos.

Debido a la notable incidencia, plenamente demostró-

da de las especies constituyentes de los grupos A. niger

y A. fumigatus en los más diversos hábitats, y su reía-:

ción con la posible aparición de afecciones clínicas en el
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hombre y en los animóles, consideremos de interés centrar

nuestra investigación en los dos grupas anteriormente ci-

tados.
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3. PLAN DE T R A O A J □ .

- Selección de las cepas

- Clasificación y estudio taxonómico do las cepas del gru-

po Aspergillus niger.

- Clasificación y estudia taxonómica do las cepas del gru-

po Aspergillus fumigatus.

- Realización de pruebas enzimóticas.

- Realización de otras pruebas bioquímicas.

- Estudio de la producción de sustancias inhibidoras.

- Lectura y tabulación de los resultados obtenidos.
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4 . [.' ATERIAL Y METODOS

4.1 MATERIAL

Se han estudiado las características de 50 cepas cor-

respondientes al grupo Aspergillus niner, y de 50 cepas

del grupo Aspergillus fumigatus .

La procedencia de cada una de las cenas se detalla en

el medio siguiente.

N? CEPAS N» CEPAS

PROCEDENCIA A. NIGER A. FUMIGATUS

ALIMENTOS O 14

EXCIPIENTES

FARMACEUTICOS
3 5

SUELOS 7 —

CLINICA p 9

ATMOSFERA 29 22

TOTAL 50 TOTAL 50

Tabla NQ 1 .- Distribución de las cepas estudiadas

según su procedencia.
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4.2 METODCG

4.2.1. CARACTERIZACION MORFOLOGICA

4.2.1.1. Método para la clasificación hasta nivel

de género.

Una vez desarrolladas las colonias se separa un pe-

queño fragmento con dos agujas estériles y se sitúa sobre

un portaobjetos.

Posteriormente se procede a fraccionarlo con ayuda de

las agujas y se coloca en un tubo de ensayo que contiene

i cc. de una dilución al 0.01 c/j de Tween 00. Se separan las

esporas sometiendo la suspensión a la acción de un agitador

para poder observar con claridad las características del co-

nidióforo del género a estudiar. A continuación se pasa la

suspensión a un vidrio de reloj y se realiza la preparación

entre portaobjetos y cubreobjetos.

Puede añadirse una gota de lactnfonol, para una mejor

observación al microscopio.

Con el estudio de las cnrncteríeticas observadas a

partir de las preparaciones así realizadas y las que pre-

sentan las colonias macroscópicamente se lleva a cabo su

inclusión en un determinado género.
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4.2.1.?. Vi eracultivar,.

Para lograr la clasificación hasta género de algunas

cepas que no han podido ser identificadas por la observa-

ción directa al microscopio de las colonias desarrolladas

según la técnica descrita en el apartada 4.2.1.1. se utili-

zan los denominados microcultivos.

En una placa de Petri estéril se sitúa un tubo dobla-

do en forma de uve, sobre el que se coloca un portaobjetos

y sobre éste se deposita una fina capa de medio de cultivo.

La siembra se lleva a cabo a partir de un cultivo puro rea-

lizando una fina estría sobre el portaobjetos.

Se mantienen las condiciones de humedad adecuadas, co-

locando unas gotas de glicerol al 30 c/o estéril en la placa

y empapando con él un papel de filtro previamente esterili-

zado.

La incubación se realiza a 279 C durante 2-3 días ,

transcurridos los cuales se observa al microscopio. A ba-

jos aumentos este método permite conocer la forma típica

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 portaobjetos procurando no alte -

rar las estructuras.
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4.2.1.3. Método pera la clasificación hasta nivel

especie.

Una vez conocido el género al que pertenecen las cepas

aisladas y conservadas en cultivas puros, se procede a su

clasificación hasta nivel especie.

Se realiza una suspensión de un pequeño fragmento de

la colonia en 1 cc. de Tucen 00 al G.C1 r/. , y se somete a

la acción de un agitador durante 15 minutos, con el fin de

separar las esporas. A continuación :■ o lleva a cabo la

siembra en una placa de Pntri que contiene un medio de cul-

tivo adecuado. Con un asa de platino humedecida con la sus-

pensión se dihuja los vértices de un triángulo equiláte-

ro, sobre la placo.

Posteriormente se incuban las placas a 20- C durante

10-12 dios.

4.2.2 CARACTERIZACIOr.' BIOQUir/ICA

4.2.2.1 Reacciones enzimáticas

Método semicuantitativo

Con el fin de conseguir una mejor caracterización de

las especies estudiadas, se ha realizado la investigación

de sus actividades enzimáticas.
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La técnica utilizsm'n nr, un ni cromé torio semicuantita-

tivo que permite determinar diecinueve enzimas. 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, ^-naftol y naftilamina).

Si el enzima estudiado ha sido elaborado por el mi-:*

croorganismo, se liberan los radicales naftol. Este fenóme-

no puede al añadir los reactivos, ya que se produce una

reacción colorimétrica.

El método empleada consiste en preparar una suspen-

sión densa de un cultivo reciente de la especie en estudio
p

que se adiciona a 20 microtubos de la galería API ZYf.í (5)
conteniendo cada uno de ellos un sustrato distinto que per-

mitirá determinar la capacidad enzimática y manteniendo un

tubo control como referencia colorimétrica.

Preparada la galería, se incuba durante 4-5 horas a

282 C y transcurrido este tiempo se procede a la lectura

de las reacciones. Para ello se añaden 2 gotas del reac-

tivo A y 2 del reactivo B, cuya composición se describe
I i

en ol apartado 4.3.4. T nnscurridos 5 minutos se procede

a la lectura del color desarrollado, comparándolo con una

escala colorimétrica que corresponde a las concentraciones

expresadas en nanomoles de los enzimas presentes.

La relación de los enzimas y sustratos ensayados se

detallan a continuación.
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N®

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

15

17

18

19

20

ENZIf.'A ENSAYADO

Fosfatasa alcalina

Esterasa

Esterasa Lipasa

Lipasa

Leucina arilamidasa

Valina arilamidasa

Cistina arilamidasa

T ripsina

Guimiatripsina

Fosfatasa acida

Fosfamidasa

oC-galactosidasa

{5 -galactosidasa

-glucuronidasa

0(-glucosidasa

- glur.osidasa

N-acetil^ -glucosa-
minidasa

c(-manosidasa

o( -fucosidasa

SUSTRATO

2-naftil-fosfato

2-naftil-butirato

2-naftilcaprilato

2-naftilmiristato

L-loucil-2-naftilamida

L-valil-2-naftilamida

L-cisti1-2-naftilamida

N-bonzoil-OL-arginina-2-

naftilamida

M-glutaril-fenil-ala-

nina-2-naftilamida

2-naftil-fosfato

í’af tol-AS-3I-fosfodiamida

5-0r-2-naftil-O^D-galac-

topiranósido

2-naftil- ^ü-galactopi-
ranósido

*Jaftol-AS-QI-pD-glucu-
ronato

2-nafti1-Q^D-glucopira-
nósido.

5-Dr-2-naf til-^3 D-glu-
capiranósida1-Maf til-N-acetil-^D-
jlucosaminido

5-0r-2-naftil-o^ D-ma-

nopiranosido2-Naftil ■iÁ L-fucopira-
nósido

—

Control



Método cualitativo

Las siglas utilizadas correspondan a los siguientes

conceptos:

Me : Medio de cultivo

Fd : Fundamento

Te : Técnica

Re : Reactivo

Le : Lectura

Actividad Pectolítica

Me.- Medio de Hankin, Zucker y Sands (¿G) a pH 5 o pH 7.

Fd.- A pH 7 so detecta la producción de pcctatoliasa (pee-
tato transeliminasa (53)} .

A pH 5 se detecta la actividad poligalacturonasa (pee-
tina dopolimorasa, pactinasa (33) ).

Te.- Sembrar las placas n incubar de 3 a G días n la tem-

peratura adecuada.

Re.- Solución acuosa al l‘/_ de Bromuro de Hoxadeciltrimetil-

amonio.

Le.- Inundar las placas con el reactivo. Aparecen zonas cía-

ras alrededor de la colonia, y el resto del medio per-

manees opaco, indicando la degradación de la pectina.
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Actividad amilolítica

Me.- Agar nutritiva adicionado do un 0.2 de almidón so-

luble (45).

Fd.- Producción de enzimas amilolíticas.

Te.- Sembrar las placas e incubar de 3 a 5 días a la Tem-

peratura adecuada.

Re.- Lugol.

Le.- Inundar las placas con lugol. Si existe producción de

enzimas amilolíticos aparecerá una zona amarilla al-

rededor de la colonia, y el resto del cultivo azul

oscuro.

Actividad Lipolítica

Me.- Medio de Sierra (107).

Fd.- Producción de enzimas lipolíticas.

Te.- Sembrar las placas e incubar de 3 a 5 días a la tempe-

ratura adecuada.

Le.- La producción de enzimas lipolíticos se observa al

producirse un precipitado visible debido a la forma-

ción de cristales de sal calcica del ácido Láurico

liberado por el enzima, o bien una zona clara, y el

precipitado alrededor de la colonia debido a la com-

pleta degradación de la sal del ácido graso.
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Actividad Pratealítica

Me.-

Fd.-

Te.-

Le.-

Me.-

Fd.-

Te.-

Re.-

Le.-

Agar nutritivo adicionado de un G.4 ió de gelatina (45).

Producción de enzimas proteolíticas.

Se siembran las placas y se incuban de 3 a 5 días a

la temperatura adecuada.

En caso positivo aparecen zonas claras alrededor de

la colonia y el resto del medio permanece opaco.

Si se añade una solución de Sulfato amónico satura-

da, se produce un precipitado que permite visualizar

mejor la zona clara alrededor de la colonia.

Actividad DMAsica

Agar DNAsa (92).

Producción de enzimas capaces de degradar el DNA.

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

peratura adecuada.

Solución de H C1 1N.

Se inundan las placas con el reactivo y se observa

una zona más clara alrededor de la colonia, y el

resto del medio permanece opaco.
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Producción do Fosfatase

Me.- Agar "Píate Count" adicionado do 2 mi de difosfato de

fenolftaleina 0.01 M (7).

Fd.- Producción de Fosfatase.

Te.- Se siembran las placas y se incuban de 3 a 5 días a

la temperatura adecuada.

Re.- Hidróxido amónico.

Le.- Las placas se invierten sobre un recipiente que con-

tiene hidróxido amónico. Si las colonias enrojecen ,

indicará rna degradación del sustrato.

Producción de Urcasa

Me.- Agar-urea según Christcnsen adicionado de una solu-

ción de urea al 40 r/: (74) .

Fd.- Producción de urcasa.

Te.- Se siembran las tubos y so incuban de 5 a 7 días a

la temperatura adecuada.

Le.- La urcasa es capas de hidrolizar la urea, producien-

do dióxido de Carbono y amoníaco. El amoníaco confie-

re reacción alcalina al medio, por lo que en caso po-

sitivo, observamos un viraje de amarillo a rojo púr-

pura.
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Producción de Catalasa

Me.- Agar extracto de Malta al 2 c'- (102).

Fd. Producción del enzima catalasa.

Te.- Sembrar los tubos e incubar a la temperatura adecuada

durante 7 días.

Re.- Agua Oxigenada (concentración de 10 volúmenes).

Le.- Se vierte 1 mi de agua oxigenada en la superficie del

cultivo. La catalasa descompone el agua oxigenada en

agua y oxígeno, por lo que en caso positivo se obser-

vará efervescencia, producida por el oxígeno libera-

do.

4.2.2.2. Otras pruebas Bioquímicas.

Producción de Amoníaco

Me.- Agua de peptona (47).

Fd.- Producción de amoníaco a partir de peptona.

Te.- Se siembra un tubo de agua de peptona y se incuba jun-

to con un tubo control a la temperatura óptima duran-

te un periodo de 2 a 7 días.

Re.- Reactivo de Nessler.

Le.- Se añade 1 mi. de cultivo a 1 mi. de reactivo de Ness-

ler en un tubo limpio. La aparición de un color entre

anaranjado y marrón indica la presencia de amoníaco.
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El tubo sin sombrar, nue sirvo do testigo, so debo ensayar

al mismo tiempo, y debe adquirir un color amarillo pálido

o permanecer incoloro.

Producción de SH^ y degradación do los
azúcares.

Me.- Agar-hierro-tres azúcares (75).

Fd.- Degradación de los azúcares con formación de ácido

y formación de SH^.
Te.- De siembra tanto en la superficie inclinada,por estría,

como también en el mismo medio rio cultivo por picadu-

ra en la parte columnar.

Ge incuba a la temperatura óptima durante un periodo

de hasta 7 días.

Le.- Si se forma SH^i se produce un ennegrecimiento del me-
dio. La degradación de nZucar can formación de ácido

se comprueba por un viraje del indicador Rojn de fe--

nhl del media de cultivo hasta amarillo.

La degradación de glucosa a ácido produce cambiq de

color sólo en la parte columnar del medio de cultivo.

; Si se degrada lactosa y sacarosa, se produce un vira-

je tanto en la parte columna como en la superficie

inclinada del agar.

Una formación de cavidades y grietas en el medio de

cultivo se considera signo de formación de gas en la

degradación de azúcar.
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Reducción de Nitratos

Me.- Agua de peptona-nitrato. (47)

Fd.- Reducción de los nitratos a nitritos.

Te.- Sembrar el tubo e incubar a la temperatura óptima jun-

to con un tubo control durante un periodo de 2 a 7 días.

Re.- Reactivos de Griess-Ilosvay.

Le.- Se añade al cultivo y al control 1 mi. de cada uno de

los dos reactivos. La presencia de nitrito se manifies-

al formarse un color rojo en pocos minutos. El tubo

testigo deberá presentar poca o ninguna coloración.

Si se produce un resultado negativo, debe.-confirmarse

añadiendo al tubo una pulgarada de polvo de Zinc, que

reduciré a nitrito cualquier residuo de nitrato . Si

no se produce ningún cambio de color, esto significa

que no queda nitrato al haber sido reducido éste más

allá del estado do nitrito. La presencia de gas en el

tubo de Durham indica la formación de Nitrógeno gas.
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Diferenciación en tre la oxidación y la fermentación

de Carbohidratos.

Me.- Medio de Hugh y Lfeifson (75).

Fd.- Reconocimiento del metabolismo oxidativo o fermenta-

tivo de los microorganismos en el proceso de degra-

dación de carbohidratos.

Te.- Se siembran por picadura dos tubos de medio por cada

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

téril. Se incuba a la Temperatura óptima de^crecimien-

to durante un período de hasta 14 días.

Le.- La producción de ácido se aprecia mediante un cambio

de color en el medio, que pasa de verde a amarillo.

La coloración amarilla tanto en los tubos "abiertos"

como en los protegidos por la capa de agar significa

degradación fermentativa, mientras que la coloración

amarilla únicamente en los tubos "abiertos" 6e in-

terpreta corro degradación oxidativa del carbohidrato

añadido.

Producción de Indol

Me.- Agua de peptona (47).

Fd.- Producción de Indola partir de triptofano.

Te.- Se siembra como si se tratara de un caldo nutritiva, y

se incuba a la temperatura óptima durante un período

de 2 a 7 días.
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Re.- Reactivo 'Je Kovscs.

Le.- Se añaden 0.5 mi. del reactivo de Kovacs, se agita sua-

vemente el tubo y se dnja reposar. En presencia de in-

dol se produce un anillo de color raja intenso.

Prueba del Rojo Metilo

Me.- Caldo Glucosa-fosfato (47).

Fd.- Producción de ácido a partir de la glucosa.

Te.- Inocular e incubar a la temperatura óptima durante 2

a 7 días.

Re.- Solución de Rojo de Metilo.

Le.- Se añaden unas gotas del indicador a 5 mi. del cultivo.

Si el medio toma color rojo, la reacción es positiva,

lo que indica un pH de 4,5 o menos. En caso contrario

aparecerá un color amarillo.

Prueba de Voges-Proskauer

Me.- Caldo Glucosa-Fosfato (47).

Fd.- Producción de Acetil-metil-caubinol a partir de glucosa.

Te.- Inocular e incubar a la temperatura óptima de creci -

miento durante un período de 2 a 7 días.

Re.- Solución de KGH al 40 c/o y naftol.

Le.- Añadir 0.5 mi. de KOH al 40 c/0 y 0.5 mi. de <X-naftol

En caso positivo se forma un anillo rojo a los 15'.
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Prueba del Citrato

Me.- Citrato de Simmons (75).

Fd.- Utilización del citrato como única fuente de Carbono.

Te.- El medio inclinado se siembra en superficie. Se incuba

a la temperatura óptima de crecimiento durante un pe-

ríodo de hasta 7 días.

Le.- La utilización del citrato, y el crecimiento sobre el

agar-citrato, producen una reacción alcalina y el in^

dicador de azul de bromotimol cambia su color verde

por un azul fuerte. Si no hay crecimiento y no se u-

tiliza citrato, no se producen cambios de color.

Utilización de glucosa

Me.- Medio para Fermentaciones (65).

Fd.- Producción de ácido a partir de la glucosa.

Te.- Sembrar los tubos e incubar 5-7 días a la temperatura

adecuada.

Re.- Solución de Rajo de Metilo.

Le.- Añadir unas gotas de Rojo de Metilo, y en caso positi-

vo aparecerá color rojo, indicando un pH de ¿1,5 o me-

nos. En caso negativo, aparecerá color amarillo.

La producción de gas se observará en las campanas de

Durham.
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Utilización de Galactosa

Me. -

Fd.-

Te.-

Re.-

Le.-

Me.-

Fd.-

/

Te.-

Re.-

Le.-

Medio para fermentaciones (65).

Producción de ácido n partir do galactosa.

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

adecuada.

Solución de Rojo do [.'etilo.

Añadir unas gntas de Rojo de Metilo y en caso possi t±-

vo aparecerá color rojo,indicando un pH de 4.5 o in-

ferior. En caso negativo aparecerá color amarillo.

La producción de gas se observará en las campanas de

Durham.

Utilización de Maltosa

Medio para fermentaciones (65).

Producción de ácido a partir do maltosa.

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

adecuada.

Solución de Rojo de Metilo.

Añadir unas gotas de Rojo de Metilo, y en caso posi-

tivo aparecerá color rojo, indicando un pH de 4,5 o

inferior. En easo negativo aparecerá color amarillo.

La producción de gas se observará en las campanas de

Durham.
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Utilización de Lactosa

Me.- Medio para fermentaciones (65).

Fd.- Producción de ácido a partir de lactosa.

Te.- Sembrar los tubos □ incubar 5-7 días a la temperatura

adecuada.

Re.- Solución de Rojo de Metilo.

Le.- Añadir unas gotas de Rojo de Metilo, y en caso positi

vo aparecerá color rojo, indicando un pH de 4.5 o in-

ferior. En caso negativo aparecerá calor amarillo.

La producción de gas se observará en las campanas de

Durham.

Utilización de Sacarosa

Me.- Medio para fermentaciones (65).

Fd.- Producción de ácido a partir de sacarosa.

Te.- Sembrar los tubos e incubar 5-7 días a la temperatura

adecuada.

Re.- Solución de Rojo de Metilo.

Le.- Añadir unas gotas de Rojo de M,etilo, y en caso positi

vo aparecerá color rojo, indicando un pH de 4.5 o in-

ferior. En caso negativo aparecerá color amarillo.

La producción de gas so observará en las campanas de

Durham.
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4.2.3 PRODUCCION DE SUSTANCIAS INHISIDORAS

Con el fin de poder poner de manifiesto le producción

de sustancies inhibidoras, se ha utilizado el Método de

Wickerham.

Este ensayo ha sido descrito (103) con el fin de obser-

var la producción de antibióticos por distintas cepas del

género Penicillium y otros saprofitos,

En una placa de Petri que contiene 20 mi. del Medio de

Wickerham (103), cuya composición se detalla en el apartado

correspondiente, se siembra a modo: de ísecantccina línea uer-

tical de la cepa estudiada. Se incuba a 23^ C durante 48 ho-

ras, y una vez transcurrido este tiempo se siembran los mi-

croorganismos n ensayar perpendicularmente a la cepa del gó-

ñero Aspergillus ya desarrollada . En nuestra caso, hemos

elegido cuatro microorganismos, cuya importancia en clíni-

ca es sobradamente manifiesta. Dos Gran negativos ( Esche-

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

phylococcus aureus ) y una levadura (Candida albicans).

Una vez sembrados se incuban las placas a 379 C. La
x

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 cuestión inicia su crecimiento más allá del

punto del inóculo.
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4.3. [/EDIOS DE CULTIVO Y REACTIVOS UTILIZADOS

4.3.1. MEDIOS DE CULTIVO PARA LA CARACTERIZACION

MORFOLOGICA.

Agas Extracto do Malta al 2 % (102)

Glucosa 20.0 g

Peptona 1.0 g

Extracto do Malta 20.0 g

Agar 25.0 g

Agua destilada 1 1.

pH = 5.4

Se disuelven todos los componentes en el agua destilada, ca¬

lentando a ebullición hasta disolución completa.

So esteriliza en autoclave a 121Q C durante 15 minutos.



Apar Czaoek- Dox (102)

N03Na 3.0 g
C1 K 0.5 g

f.'g S0a* 7 H20 0.5 g
Fg S04- 7 H2o 0.01 g

P04HK2 1.0 g
Sacarosa 30.0 g

Agar 15.0 g

Agua destilada 1 1.

gil - 7.3

Los ingredientes se disuelven en el agua destilada, calen-

tando hasta disolución completa.

Se esteriliza en autoclave a 121S C durante 15 minutos.

,\ .4.3.2 MEDIOS DE CULTIVC PARA LA CARACTERIZACION

BIOQUIMICA.

— Medio de Cultivo para detectar la actividad pectolítica

Medio de Hankin, Zucker y Sands (46)

Extracto de levadura 1.0 g

Pectina . 5.0 g

Solución de sales 500 mi.

Agar 15.0 g

Agua destilada 500 mi.

pH = 7

Se disuelven todas los componentes y se esterilizan en auto-

clave 15 minutos a 121° C.
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Solución do sale

SD4 2.0 g

P04H2K 4.0 g

P04™a2
SO Fe *7 H 01

4 2

Cl2Ca .... 1 mg

H B0 .... 10 ug3 3

Un SO .... 10 ug4

7n SO. 70 un
4

Cu SO. 50 ug4 J

3

Agua destilada 11.

pH = 7 o pH= 5

— Medio para detectar la actividad amilolítica (45) —

Se disuelven 0.2 gramos de almidón soluble en 100 mi.
£de Agar nutritivo , y se esteriliza en autoclave a 121 9 C

durante 15 minutos. El pH de la solución final ha de ser 6.
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Agar nutritivo (34)
-tt

Extracto do carne 1.0 g

Extracto de levadura 2.0 g

Peptona 5.0 g

Cl Na 5.0 g

Agar-agar 15.0 g

Agua destilada 1 1.

□H = 7,4

Se disuelven los ingredientes en el agua, calentando c. ebulli-

ción. Se ajusta el pH y se esteriliza a 1219 C durante 15 mi-

ñutos.

- Cedió para detectar la actividad lipolítica -

Cerijo de Sierre (107)

Peptnnn 10.0 g

Cl Na 5.0 g

Ca Cl -2 H20 0.1 g
Agar 20.0 g

Anua destilada.... 1 1.

pH = o

El medio se esteriliza en autoclave a 1219 c durante 15 mi-

ñutos. Antes de verterla en las placas se le añade una solu-

ción de Tween 20 (Conolaurnto de Sorbitan) previamente es-

terilizado y en la proporción de 1 mi. por 100 mi. de medio

base.
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- Medio rín cultivo para detectar la actividad proteolítica

Se prepara una solución de gelatina al 0 que se este-

riliza en autoclave a 121 2q durante 15 minutas. Posterior-

mente se añade al agar estéril en la proporción de 5 mi por

cada 100 mi de medio. El pH final debe ser de 6.

- Medio de cultivo para detectar la actividad SNAsica -

Agar DNAsa (Oxoid) (92)

Triptosa 20.C g

AON 2.0 g

C1 Na 5.0 g

Agar 12.0 g

Agua destilada 1 1.

pH = 7.3

Suspender los ingredientes en un litro de agua destilada y

calentar hasta disolución completa. Esterilizar en autocla-

ve a 1212 c durante 15 minutos.

- Medio de cultivo para la producción de Fosfatasa (7)

y.
Se preparan 96 mi de Agar "Píate Count" (Difeo) a pH

6, se esteriliza en autoclave a 1212 c durante 15 minutos y

una vez enfriado se le añaden 2 mi de difosfiato de fenolfta-

leina 0.01 N , previamente esterilizado por filtración.



Apar "Píate Count" (34)

Extracto de levadura 2.5 g

Triptona 5.0 g

Glucosa l.o g

Agar 15.0 g

Agua destilada 1 1.

pH = 7

Se ñaden los ingredientes al anua destilada y se calienta

hasta ebullición para disolver el medio ñor completo. Se

esteriliza en autoclave a 1219 C durante 15 minutos.

- Medio de cultivo para la producción de Ureasa

Agar urea según Christens en (basal ) (75)

Peptona especial

D (+)- Glucosa

C1 Na

P04H2K .. 2.C g

Rojo de fenol . . C.012 g

Agar-agar . 12.C g

pll = 5.5

21 gramos del producto se suspenden en n5(l mi de agua desti-

lada y se dejan remojar 15 minutos. A continuación, se hier-

ve hasta solución total. Se esteriliza en autoclave a 1212 C

durante 15 minutos. Antes de su empleo se añaden al medio de

cultivo fundido y enfriado hasta unos 552 r;, bajo condicio-

nes estériles, 50 mi de una solución de urea al 40 c/j esteri-
lizada por filtración y se mezcla. Se distribuye en tubos el

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

Extracto de carne 3.0 g

Peptona 10.0 g

Cl Na 5.0 g

Agua destilada 1 1.

pH = 7.6

Se disuelven los ingredientes en el agua, se ajusta el pH y

se esterilizo en autoclave a 1219 C durante 15 minutos.

Agua de peptona (47)

Peptona 10.0 g

Cl Na 5.0 g

Agua destilada ... 11.

pH = 7.2

Se añade la peptona y ni cloruro sódico al agua destilada

y se calienta hasta total disolución. Ce ajusta el pH y se

reparte en tubos de ensayo a razón de 5 ni por tubo. Se es-

teriliza en autoclave a 121.9 c durante 15 minutos.
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Apar Hierro- tres azúcares (75) (TSl)

Extrecto de carne 3.0 g

Extracto de levadura 3.0 g

Peptona de caseína 15.0 g

Peptona de carne 5.0 g

Lactosa 10.0 g

Sacarosa 10.0 g

0 (+)-Glucosa 1.0 g

Citrato amónico férrico C.5 g

Cloruro sódico 5.0 g

Tiosulfato sódico 0.5 g

Roja de fenol 0.024 g

Agrar-agar 12.0 g

Agua destilada 1 1.

pll = 7.4

Se disuelven los ingredientes en 1 litro de agua destilada

y se hierven hasta solución completa. Se distribuye en tu-

bos y se esteriliza en autoclave a 1212 C durante 15 minu-

tos. Tras la esteriliaación se colocan los tubos en posi-

ción inclinada hasta la solidificación del medio de culti-

vo, de forma que se consiga una pnráe columnar de unos 3

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

la misma longitud por lo menos.



t/.edio de cultivo de Hugh Loifson (75)

Peptona de caseína 2.0 g

Extracto de levadura 1.0 g

C1 Na 5.0 g

P0¿,H K2 0.3 g
Azul de bromotinol 0.03 g

Agar-agar 2.5 g

Agua destilada 1 1.

pH =7.1

Se disuelven los ingredientes en el agua hirviendo. Se es-

teriliza en autoclave a 121- 0 durante 15 minutos.

Después de que se enfríe a unos 505 r, t se .naden, bajo con-

diciones asépticas 10 mi de una solución acuosa al 10 r/. del
carbohidrato que se ensaye por nada 100 mi de medio de cul-

tivo basal. A continuación, baja precauciones de esterilidad

se distribuye en tubos y re deja solidificar en posición de-

recha.
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Agua de Peptona Nitrato (d7)

Nitrato potásico 0.2 g

Agua de peptona 1 1.

pH = 7.2

Se disuelve el nitrato potásico en el agua de-3¡bnptona y se

reparte a razón de 5 mi, en tubos de ensayo con campana de

Durham. Se esteriliza en autoclave a 1219 c durante 15 mi-

ñutos.

Caldo Glucosa-Fosfato (47)

Peptona

D-glucosa 5.0 g

Fosfata dipotásica. 5.0 g

‘Agua destilada .... 1 1.

pH = 7.5

Se disuelven los ingredientes en el anua. Se ajusta el pH a

7.5 y se reparte a razón de 5 mi en tubos de ensayo.

Se esteriliza en autoclave a 1210 C durante 15 minutos.
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’.r Sitrata de Gimmans (75)

Amonio dihidrogenofosfato 1.0 g

Hidrogenofosfato dipotásico 1.0 g

Cloruro sódico 5.0 g

Citrato sódico 2.0 g

Sulfato magnésico 0.2 g

Azul de bromotimol 0.05 g

Agar-agar 12.0 g

Agua destilada 1 1.

pH = 6.9

Los ingredientes se añaden al anua y se calientan lenta-

mente hasta ebullición, agitando con frecuencia hasta so-

lución total. La esterilización se efectúa en autoclave

15 minutos a 1212 C. Se deja solidificar en posición in-

diñada.

Medio de cultivo para fermentaciones (55)

Carbohidrato 20.0 n

Extracto de levadura .... 5.0 g

Agua destilada 1 1.

Se disuelven los ingredientes en el agua, y se calienta has-ta

solución total. Se reparte en tubos i'c ensayo con campana de

Durham y se esterilizan en autoclave a 1212 c durante 15

minutos.
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4.3.3. VEOIO DE CULTIVO PARA LA PRODUCCION DE

SUSTANCIAS INHIBIDORAS.

Hedió de Wickerham (103)

Extracto de levadura 2.DO g

Peptona 3.00 g

Glucosa 2.00 g

Sacarosa 30.00 g

"Corn-steep" conc 5.00 g

NO Na 2.00 g

POflH K2* 3 H20 1.00 g

SOflMg 0.50 g
C1 K 0.20 g

SO^Fe • 7H20 0.01 g
Agar 20.00 g

Agua destilada 1 1.

Disolver los ingredientes en el agua, y esterilizar en au-

toclave a 1219 C durante 15 minutos.
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4.3.¿i. ¡ifagtivos utilizados

Lactofenol (47)

Acido láctico 100 mi

Fenol 100 g

Glicerol 200 mi

Agua destilada 100 mi

Se disuelve el fenol en agua, sin calentar y luego se añade

el glicerol y el ácido láctico.

Lactofenol-Azul Algodón (47)

Solución saturada de azul algodón 10 mi

Glicerina 10 mi

Agua 80 mi

Mezclar esta solución con lactofenol a parfces iguales.
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- Reactivos utilizarlas en al mfitnrla semicuantitativo

de determinación enzimática (Reactivos A y B) -

Reactivo A

Tris (hidroximetil)aminometano 250 g

Acido clorhídrico al 37 $ 110 mi

Laurilsulfato 100 g

Agua destilada 1000 mi

pll = 7.0-7.3

Reactivo B

"Fast Blue 0B " 3.5 g

2-metoxietanol 1000 mi

Reactivo de lugol (47)

Yodo 1 g

Yoduro potásico 2 g

Agua destilada 300 mi
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Reactivo ds Nessler (47)

Yoduró' potásico .... . . 7 o

Yoduro mercúrico 1C q

Hidráxido potásico... 1G q

Aqua destilada 10C mi

Ambos yoduros se disuelven en 40 mi de aqua destilada. Se di-

suelve la potasa en 50 mi de aqua destilada y se enfría. Se

mezclan ambas soluciones y se añade aqua destilada hasta

100 mi. Se deja sedimentar el precipitado, se decanta el so-

brenadante cloro en un frasca de reactivos, y el sedimento

se desecha.

Reactivo de Griess-Ilosvay (25)

Griess I : Acido sulfanílico 3 g

Acido acético 5 0 1 1.

Griess II : 0( - naftilnmina 5 g

Acido acético 5 M 1 1.
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Reactivo de Kovacs para el Indol (47)

Alcohol amílico o isoanílico 150 t,1

p-dimetilaminobenzaldehirio 10 g

Acido clorhídrico concentrado 50 mi

Se disuelve el aldehido en el alcohol y entonces se añade

lentamente al ácido. Se guarda en nevera.

Solución Rojo de ¡.'etilo (47)

Rojo de metilo 0.1 r

Etanol al 55 ■' 300 rl

Agua destilada., 500 ni

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

500 mi con agua destilada.

Reactivo para la prueba de \/ogns-Proskauer (47)

- Hiriróxirin potásico en solución ni 40

- 0(-nnftol solución al 6 en etanol al 55 “y.
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5. RESULTADOS

5.1. RESULTADOS CORRESPONDIENTES A LA CARACTERIZACION

MORFOLOGICA

En la tabla N9 2 sn detallan las áspenles identifica-

das del grupo Aspergillus niger , siguiendo las técnicas

descritas en el apartado 4.2.1 , así nomo el número de cepas

pertenecientes o cada una de ellas.

ESPECIE N9 CEPAS

Aspergillus heteromorphus Batista y f.'aia 15

Aspergillus tubingensis (Schober] f/osseray 33

2Aspergillus phoenicis ÍCda.) Thom

TARLA hjs 2.- Relación de las especies del gru-

po Aspergillus niger identificadas
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Las características de las tres especies identificadas

son las siguientes :

Aspergillus phoenicis (Cda.) Thom en The Aspergilli

p. 175 (1926}.

Figura N& 2

Sinónimos :

Ustilago phoenicis Cda

Sterigmatocystis phoenicis (Cda.) Pat. y Delacr.

Aspergillus ustilago Qeck

Aspergillus saitoi Gakaguchi

Aspergillus saitoi var. kagosima Saka

Aspergillus awamori var. hominis Batista y r-aia

Dentro del grupo A. niger la característica diferen-

cial de esta especie se basa en que las colonias desarro-

liadas en Czapek presentan color negruzco y sus conidios

poseen las paredes ornamentadas con la formación de estrías

típicas.

Las colonias en apar Czapek cultivadas a 27-209 C pre-

sentan un diámetro de 40 a 45 mm a los 12-14 días de culti-

vo. Poseen aspecto aterciopelado y se caracterizan por for-

mar surcos radiales. Poseen abundante esporulación, excep-

to en las zonas termínalos de las colonias que permanecen

blancas. Poseo olor característico. Las cepas estudiadas ca-

recen de la formación de esclerocios. Las cabezas conidialos



son de color variable, al principio son de color marrón os-

curo y con el tiempo maduran y pasan _a ser negruzcas. En cuan-

to a su forma, san de aspecto globosas, "iden de 300 a 500jj
de diámetro. Los conidióforos son de ternaria variable general-

mente de 1 a 2,5 mm de longitud y de 10 a 20 p de diámetro.
Las vesículas son globosas, generalmente miden de 45 a 60 yu
de diámetro. Los esterigmas son de ternario variable miden de

6,5 a 11 p por 2,3 a 3,5yj. Las metulos son de longitudes
que oscilan entre las 40 y 60 p y de anchara 5,5 a 7,5 p.
Los conidios son globosos y de paredes lisas cuando son jó-

venes pero al madurar formen ornamentaciones característi-

cas. Miden de 3 a 3,5 yu por 4 p.

En agar extracto de malta al 2^.'l crecen rápidamente. Son

de aspecto aterciopelado y poseen abundante esparulación .

Las restantes características de las cepas coinciden con las

descritas en agar Czapek.

Las cepas estudiadas e incluidas en esta especie coin-

ciden prácticamente con la totalidad de los márgenes esta-

blecidos, por lo que podemos considerarlas como pertenecien-

tes a esta especie.
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Finura r,'9 2.- Asnorrjillus phoonicis (Cda.) Thorr.a.- Coniríióforob.- Conidiosc.- Háhit"’t típico
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Aspergillus tubingensis ( Schobor ) Mosseray en La Ce-

Hule 43 : 245-247 (1934)

Figura N0 3

Sinónima- :

Aspergillus niger forma Tuebingon

Si seguimos las características establecidas por Ra-

per y Fennell (102) , las colonias de esta especie se carac-

terizan por poseer color marrón-verdoso cue al madurar los

conidios so transforma en marrón oscuro.

Las colonias en agar Czapek poseen a los 10-12 días de

cultivo a 27-2B0 C un desarrollo de ¿10-50 mm. Son de aspee-

to aterciopeladas, zonadas, poseen abu, 'ante esporulación en

el centro de las colonias y permanecen estériles en los bor-

des de la misma. El reverso de las colonias es de color blan-

quocinn. Las cabezas coni diales son típicamente rio color mar-

rón negruzco. Son de aspecto globoso y miden de 2CG a 300 yu.
Los coniriióforns. s.nn do parrales, lisas, y ’-'idon de 2 a 3 mm de

longitud y alcanzan un diámetro ríe 30 yi. Los vesículas son

globosas y de tamaño variable, midiendo de 40 a 50 yj. Gon
fértil es en toda su superficie. Los esterigmas miden de 7,5

a 10 yj por 2,0 a 3,0 yu. Los conidios son globosos y poseen
ornamentaciones típicas, miden de 3,0 a 3,5 y de diámetro.
No forman esclerocio ninguna de las cepas estudiadas.

En agar extracto de malta al 2F¡¿ y cultivadas en las condicio-
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ríes previamente indinadas crecen más rápidamente y son de as-

pecto plano y aterciopelado. Poseen abundante esporulación

en tonalidades marrón muy oscuras. El reverso es incoloro.

Las cepas identificadas como pertenecientes a esta es-

pecie cumplen con los criterios indicados por Raper y Fennell

en su Tratada ( 102 ).
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Figura N- 3- _ ftsnnrqil3'!
• ícvhnbEr] f/.osserayfj tubinqcnsis [ochoDc j

— Conidio Fnrc

b.- Conidios

c*_ Hábitat típico
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Aspergillur, hntnrnmnrphus nati'-t.-; y f.’nlu en Anai? Roe,

Biol. Pernambuco 15 (l): 200-201, (i1"')'?).

Figura f!3 4

La característica diferencial de esta ospecie según Ra-

per y Fennell (102), se basa en que nn existo variación del

color de los colonias al madurar los conidios, permaneciendo
marrón verdosa a lo largo de todo su desarrollo.

Las colonias en agar Czapek crecen a temperaturas de

27-282 C alcanzando a los 10-12 días de crecimiento un desa-

rrollo de 50-60 mm. Presenta surcos radiales característicos.

El color de las colonias es marrnnácoo. El reverso es de co-

lor amarillo-verdoso. No posee olor característico. Las ca-

bezas conidialos son globosas y miden de 100 a 200yj de diá-
metro. Los conidióforos son de paredes lisas e inDoloros, mi-

den más de 500 p por 4,5 a 6,5p. Las vesículas son globosas
y miden de 15 a 30 yj de diámetro. Son fértiles en más de la
mitad de las mismas. Los esterigmas miden de 4,5 a 6,5 por

2,5 a 3,5 jj. Las nétulas miden de 10 a 15 por 6,5 a Q ja.
Los conidios son globosos y de tamaño variable presentan pa-

redes lisas, y con el tiempo pasan a ser equinuladas. Midon

de 3,0 a 5^j de diámetro.

En agar extracto de malta al 2“/j crecen rápidamente. Po-
seen el reverso incoloro. Las restantes características coin-

ciden con las descritas en agar Czapek.



Figura f','9 ¿l.- Aspergillus heteromorphus Batista y Maia

n.- Coniríiófnros
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En relación con lee 50 copas pertenecientes al grupo

Aspergillus fumigatus podemos destacar que por las caracte-

rísticas macroscópicas y microscópicas observadas y deta-

liadas a continuación, todas pueden incluirse en la serie

Aspergillus fumigatus por carecer de cleistotecio y concre-

tamente en la especie Aspergillus fumigatus Fresenius

Aspergillus fumigatus Fresenius en OeitrSge zur f.’y-

cologie p. 31 (1863).

Figure Nn 5

Las colonias en agar Czapek alcanzan a los 10-12 días

de cultivo un diámetro de 58-60 mm en la mayoría de las co-

lonias observadas. La temperatura de cultivo oscila entre los

27-232 C aunque se desarrollan adecuad-rente a 372 g. La na-

yoría de Las colonias poseen aspecto aterciopelado y tonali-

dades verde-grisáceas. El reversa es incolora en la mayoría

de las cepas, pero en el caso de la cepa nQ13 el calor ro-

jiza difunde en el medio do cultivo. La posee olor caracte-

rístico ni forman esclerocios. Las cabezas conidiales son

típ icamente compactas y miden más de tfOO p por 50 p. Los co-

nidióforos son cortos, midiendo más de 300 p por 5-8p de
diámetro. Las vesículas poseen un diámetro de 20 a 30yu y

son fértiles en la mitad de su superficie. Los esterigmas mi-

den de 6 a 0 p por 2 a 3yu. Los conidios. Los conidios po-
seen color verdoso y son de aspecto globosa, formando equi-

nulaciones típicas. den de 2,5 a 3yü de diámetro . No
forman ni esclerocios ni clestotecios.
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La cepa n® 20 se caracteriza oor carecer par completo de es-

porulación, originado colonias típicamente flocosas y de eo-

lor blanquecino. La cepa n^ 24 posee características Ínter-

medias entre la anterior y la descrita como cepa tipo dado

que junto a las características citadas posee la formación

de abundantes flóculos blancas carentes de esporulación.

La cepa n^ 28 se caracteriza por presentar un crecimiento

muy difuso en el oue se aprecia una abundante esporulación.

Las colonias desarrolladas poseen un diámetro mucho menor.

En anar extracto de malta ni 2 \ lar. características

de las colonias son por completo superpnnihl es n las mencio-

nadas en arar C zapóle.



Finura M- H.- Asnnrnilluc fi.iT.igptus Frcsoniuaa.- Canidiáforab.- Conidiosc.- Hábitat tínico
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t.r.rglUuii fmnlgatua

Aspecto de cuatro cepas de Aspergillus fumigatus Fres
desarrolladas en Agar Czapek-Dox.

Cabezas conidiales de Aspergillus phoenicis (Cda.) Thom. (X lüGO)



5.2. RESULTADOS CORRESPONDIENTES A LA CARACTERIZACION

BIOQUIMICA

5.2.1. REACCIONES ENZIMATICAG

- Método nenicuantitativn -

En el estudia semicunntitativn do los 10 enzimas de-

tallados en el apartado <1.2.2.1 se hn observado cue las 33

cepas pertenecientes n la especie Asonrqillus tubingensis

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

N9 3.

ENZIMAS C,1 DE CEPAO
CONCENTRACION
DEL ENZIMA

Estearasa lipasa 50,0 ‘0 0-5 nm

Fosfatasa alcalina 100 ■' 5 nm

Fosfatasa acida 100 l/ 5 nm

Fosfamidasa 35,3 ■: 0-5 nm

P-galactosidnsa 21,2 y 0-5 nm

fi -glucosidasa loo i;' 5-30 nm

N-acetil- ^-glucosaminidasa 100 0 5-10 nm

o(- fucosidasa 33,3 i;' 0-5 nm

Tabla Ne 3.- Relación de los enzimas presentes en

las cepas de Aspergillus tubingensis,

indicando la concentración de las mis-

mas y el porcentaje que las presentan.

70



En la tabla N9 4, ::n annnnn los enzimas presentes en

las 15 cepas de Aspergillus heteromorphus Batista y Maia

detectadas por el método semicuantitativo.

ENZIMAS DE CEPAS

CONCENTRACION

DEL ENZIMA

Fosfatase alcalina 100 c/ 5 nm

Estearasa Lipasa 4ñ,G 0-5 nm

Fosfatasa acida 100 ) 5 nm

Fosfamidasa 46,6 '/- 0-5 nm

o( -galactosidasa 6,6 ■;! 0-5 nm

$ -galactosidasa 26,6 l;' 0-5 nm

-glucosidasa ioo «■: 10-20 nm

N-acetil- |3-glucosaminidasa 100 v' 5-10 nm

Tabla N9 4.- Relación rio los enzimas presentes

en las cepas de Aspergillus hete-

romorphus indicando la concentra-

ción de las mismas y el porcenta-

jo que las presentan.
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Las dos capas da As;~erqillus phoanicis (Cda.) Tho

presentan los siguientes enzimas :

m,

Fosfatasa alcalino

- Fosfatasa ácida

- P -glucosidasa

- N-acetil-^J-glucosaminidasa

Una de ellas presentó además los enzimas :

- -galactosidasa

- -galactosidasa

La concentración paro todos ellos fue de 5nm. , excepto pa-

ra P -glucosidasa, que osciló entre 5 y 30 nm y el N-ace-

til-|5-glucosaminidosa, que varió entre 5 y 10 nm.
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Las 50 cepas pertenecientes a la especie Aspergillus

fumigatus Fresenius estudiadas, se caracterizan por poseer

los enzimas que se detallan en la tabla N- 5

ENZIMAS y D
CONCENTRACION

E CEPAS ÚEL ENZIMA

Fosfatasa alcalina loe ■' 5-10 nm

Estnarasa 00 0-10 nm

Estearasa Lipasa 0-10 nm

Cistina arilamirlana 0 r’ 0-5 nm

Fosfatase ócir,n Tro
L-' t' 5-10 nm

Fosfamidasu 100 r' 5-10 nm

o(-glucosidasn A ■’
f 0-5 nm

P -glucosidasa 100 5-30 nm

N-acetil-^ -glucosaminidasa 100 c/> 5-10 nm

Tabla N 5.- Relación de los enzimas presentes en

las cepas de Aspergillus fumigatus

indicando la concentración do las mis-

mas y el porcentaje que las presentan.
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- f.'étodo cualitativo -

Los resultados correspondientes r. las actividades en-

zimáticas ensayadas de las cepas en estudio, siguiendo los

métodos descritos en el apartado 4.2.2.1 , se detallan en la

tabla N9 6, para las cepas del grupo Aspergillus niger , y

la tabla N9 7 para las cepas del grupo Aspergillus fumigatus.

Para la adecuada interpretación de los resultados ob-

tenidos, exponemos a continuación la equivalencia de las si-

glas utilizadas.

A : Actividad amilolítica

L : Actividad lipolítica

D : Actividad DNAsica

Pr: Actividad proteolítica

Po: Actividad poligalacturonásica o pectinodepolime-

rásica o pectinásica.

Pe : Actividad pectatoliásica o pectatotranseliminésica

U : Actividad ureásica

F : Actividad fosfatásica

C : Catalasa
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1

2

3

4

5

6

9

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

. \ L 0 Pr P- u F C

X 4 - - 4 X 4 + 4

X 4 - - 4 X 4 4 +

4 4 - - 4 X 4 4 4

4. X - - 4 X 4 + 4

4 X - - X 4 4 4 i

4 X - - X X 4 4 4

4 X - - X X 4 4 X

4 X - - X X 4 4 4

4 X - - X X 4 4 4

4 X - - X 4 4 4 4

4 X - - X 4 4 4 4

4 X - - X 4 4 4 4

4 X -
- X 4 4 4 4

+ X - - + + 4- x 4

4 X - - 4 i 4 4 4

X X - - X X X 4 4

4 X - - X 4 4 4 4

X X - - X 4 X 4 4

4 X - - X 4 . 4 4 X

4- 4- - - X 4 4 X X

4 4 - - X 4 4 4 X

+ + - - X 4 4 •f 4

4 + - - X 4 X 4 4

4 + - - 4 X 4 4 4

X + X i X X X
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26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

30

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

A L 0 Pr Pn P G U F C

+ X mm 4- 4- 4- 4- 4

4- 4- - _ -L 4 4 4 4

4- 4- + 4 x 4 4

4- 4- - “ -J- 4. 4 4 4

4- 4- - 4. 4- 4 4- 4

4- 4- -
_ 4. 4 4 4 4

4- 4- -
_ 4- 4- 4- 4- 4-

4. 4- - 4 4 4 4

4- 4- - _ 4 4 x 4- 4

4- 4- - 4 4 4 4 4

4. 4- - 4 4 4 4- 4

4- 4- - _ 4- 4 4 4 4

4 4- - _ 4- X 4 4 4

4- + - 4 4 4 4 4

4- 4- - _ 4 4. 4 4 4

4- 4- - “ + 4. 4 4- 4

4- 4- - _ 4 4 4 4 4

4- 4- -
_ 4 4 4 4 4

4- i - _ 4 X 4 4 4

4. X 4 4 X
4- 4- -

4- + -
_ 4 X 4 4 4

4- 4- -
_ 4 X 4 4 . 4

4. X 4 x X
4- 4-

X 4 X X
4-

4- 4- - _ 4 X 4 4 4-

1 a 33 = Aspergillus tubingensis ÍSchBber) Mosseray
34 a 48 Aspergillus heteromorphus Batista y Maia

Tabla Ns 6.- Relación de los enzimas presentes en las 50
cepas del grupo Aspergillus njger ensayadas
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1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

A L D Pr Pa Pe U F C

4 — + -

4 4 4 4 x

4 - + - 4 4 4 + 4

4 - 4 - 4 4 4 4 4

4 - 4 - X 4 4 4 4

4 - 4 - 4 X 4 4 4

4 - 4 - 4 i 4 4 4

4 - 4 - X 4 4 4 4

4 - + - 4 i 4 4 4

4 -
x - X X 4 4 4

4 - 4 - x X 4 4 4

4 - 4 - 4 X 4 4 4

4 - 4 - X 4 4 4 4

4 - 4 - 4 X 4 4 4

4 - 4 - X X 4 4 4

4 - 4 - X 4 4 4 4

4 - 4 - X 4 4 4 4

4 - 4 - 1 4 4 4 4

4 -
X - 4 4 4 4 4

4 - 4 - X 4 4 4 4

4 - 4 - X 4 X 4 i

4 -
X - X 4 4 4 4

4 - 4 - X 4 4 X 4

4 -

X - X 4 4 4 4

4 - 4 - X 4 4 N 4 4

X 4 _ 4 4 4 4 4
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26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

30

39

40

41

42

43

44

45

46

47

40

49

50

A L 0 Pr -n Pe u F c

X - X - X X J. X X

X - X - X i X X X

X - + - X X X i X

X - X - X i i X X

X - X - X X X 4-

X - X - X X i X X

X - X - X X X X X

X - X - X • X i i

X - X - X « X J. X

X - X - X X i X X

i - X - X i X i

X - i - i X i X i

i - X - i X X X i

X - X - i i X X X

i - X - -?• X X 1 X

X - X - X X i X X

X - X - i X X X X

i - X - X X X X X

i - X - X i X X X

X - X - X X i X X

X - X - X X X X X

X - X - X X i X

X + - X X X X X

i - X - X i 1 X X

X X X X i X X

1 a 50 = Aspergillus fumigatus Fresenius

Tabla N9 7.- Relación de los enzimas presentes en las
50 cepas del grupo Aspergillus fumigatus
ensayadas.
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5.2.2. OTRAS PRUEBAS BIOQUIMICAS

Los resultados obtenidos tras la realización de las

pruebas bioquímicas descritas en el apartado 4.2.2.2 , se

detallan en la tabla Ns 8 para las cepas del grupo Aspergí-

llus niger, y la NQ 9 para los cepas del grupo Aspergillus

fumigatus.

Para la mejor interpretación de los resultados obteni-

dos, especificamos a continuación la equivalencia de las si-

glas utilizadas.

I : Producción de Indol

M : Prueba del Rojo de Metilo

V : Prueba de Voges Proskauer

C : Utilización del citrato como única fuente de Carbono

NHg : Producción de amoníaco a partir de peptona
OF : Prueba de oxidación-fermentación

SH^: Producción de SH^ en TSI
Glu: Degradación de glucosa en TSI

Lac: Degradación de la lactosa en TSI

Sac: Degradación de sacarosa en TSI

Gas: Producción de gas en TSI

N : Reducción de Nitratos a Nitritos

Ut. Glu : Utilización de glucosa

Ut. Gal : Utilización de galactosa

Ut. Mal : Utilización de Maltosa

Ut. Sac : Utilización de Sacarosa

Ut. Lac : Utilización de Lactosa
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1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

I V 0 MH 0F

i

4

-i

4

x

4

X

4

4

X

4

x

4

-L

X

_L

-L

X

X

F

F

F

F

F

F

F

F

F

F

F

F

F

F

F

F

F

F

F

F

F

4 F

4 + - F

x t-

4 4- - F

00



26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

i r; v c of
a

+

i

X

X

+

X

i

X

F

F

F

F

F

F

F

F

F

F

F

F

F

F

x + - F

x + - F

x F

x + - F

X + - F

x F

F

x + - F

x F

x F

x F
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1

2

3

a

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

SH^ Glu Lac Sac Gas N

4 4 4

4 4 4

4 4 4

4 4 4

4 4 4

4 4 4

4 4 4

4 4 4

4 4 4

4 4 4

4 4 4

4 4 4

4 4 4

4 4 4

4 4 4

4 4 4

4 4 4

4 4 4

4 4 4

4 4 4

4 4 4

4 4 4

4 4 4

4 4 4

4 4 4
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26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

SH^ Glu Lac Sac Gas N

4 4

4 4

x x

X X

X X

X X

X X

X X

X X

X X

4 4

4 4

x x

x x

X X

X X

4 4

4 4

x x

x x

x x

x x

x . x

x x

4 ±

4

4

4

4

-L

x

4

4

J.

x

4

4

±

x

±

X

4

x

4

4

4

x
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i

2

3

4

5

6

7

a

9

lo

n

12

13

14

15

16

17

1Q

19

20

21

22

23

24

25

Ut. Glu Ut. Gal Ut. Mal Ut. Gac Ut. Lac

x

4

4

4

4

4

4

i

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

x

4

4

4

4

4

x

4

x

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

4

i

4

x

+

4

4

x

4

4

4

x

4

X

4

x

4

x

4

4

x

4

4

x

4

x

4

x
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26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

Ut. Glu Ut. Gal Ut. Mal Ut. Sac Ut Lac

4 4 4 4 -

4 + 4 4 -

4 4 4 4 -

+ 4 4 4 4

4 4 4 4 4

4 + 4 4 -

4 4 4 4 -

+ 4 4 4 -

4 4 4 4 4

4 4 4 4 4

4 4 4 4 -

4 4 4 4 -

4 4 4 4 -

4 4 4 4 -

4 4 4 4 4

4 4 4 4 -

4 4 4 4 4

4 4 4 4 4

4 JL 4 4 -

4 4 4 4 -

4 4 4 4 -

4 4 4 4 -

4 4 4 4 -

4 4 4 4 -

x X X X

1 a 33 = Aspergillus tubingensis (Sc3ber) Mosseray
34 a 40 = Aspergillus heterornorphus Batista y Uaia
49 y 50 = Aspergillus phocnicis (Cda.) Thom

Tabla fl- 0.- Resultarlos correspondientes a las pruebas
bioquímicas realizadas en las cepas de
Aspergillus nigcr



1

2

3

a

5

6

7

O

9

1G

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

I MH, 0F
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26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

I V 0Fr. m
3
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1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

SH^ Glu Lac Gac Gas

4

x

x

4

4

4

4

4

4

4

4

4

x
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26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

SHg Glu Lnc jQC N

x

x

x

i

X

X

X

X

X

+

X
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1

2

3

4

5

6

7

B

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

Ut. Glu üt. Gal Ut. Gal Ut. Sac Ut.

4 x

4 x

4

x x

X

X X

X

X

X

X X

X

4 4

X
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26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

Ut. Glu Ut. Gal Ut. .v.r.l Ut. Sac Ut. Lac

4 i 4

4

i

i

4

4

x

x x

1 a 50 = Aspergillus fumigatus Fresenius

Tabla N9 9 . - Resultadas correspondientes a las pruebas
bioquímicas realizadas en las cepas de

Aspergillus fumigatus
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Aspergillus fumigatus

Actividad DNAsica de Aspergillus fumigatus

AM ILOLITI C A

Actividad Amilolítica de Aspergillus niger



5.3. RESULTADOS CORRESPONDIENTES A LA PRODUCCION D

SUSTANCIAS INHIBIDORAS

Los resultados obtenidos al estudiar la elaboración de

sustancias inhibidoras por parte ríe las cepas pertenecientes

al grupo Aspergillus niger , se resumen en la tabla N9 10 ,

y los relativos al grupa Aspergillus fumigatus , se detallan

en la tabla N9 11.

El método utilizado ha sido descrito en el apartado

<3.2.2.3, y los microorganismos sobre los que se ha ensayado

la capacidad inhibidora de su crecimiento corresponden a los

siguientes números en las tablas.1.- Escherichia coli2.- Staphylococcus aureus3.- Serratia marcescens4.- Candida albicans
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1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

1 2 3 4

4

4

4

4

4-

x

X

4 4

4 4

4

4 4

x x

X i

4 4

i x

4 4

x x

4

X X

X X

X X

4 4

X

X

X
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29

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

1 2 3 4

X

4.

X

+

X

X

X

X

X

X

X

X

i

X

X

X

i

X

X

X

X

X

X

X

i

X

X

X

X

X

X

X

X

+

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X

±

X

X

X

X

X

X

X

X

X

+

X

X

X

X

X

X

X

J.

-L

X

X

X

X

1 a 33 = Aspergillus tubingensis (SchSber) Mosseray
34 a 48 = Aspergillus heteromorphus Batista y Maia
49 y 50 = Aspergillus phaenicis (Oda.) Thom

Tabla N9 10.- Resultados correspondientes a la pro-

duccián de sustancias inhibidoras por

las cepas del grupo Aspergillus niger
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1

2

3

4

5

6

7

8

Q

10

n

12

13

14

15

15

17

18

19

20

21

22

23

24

25

1 2 3 4
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26

27

20

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

¿13

44

45

46

47

40

49

50

12 3 4

x

x

X

X

X

X

X

_ X

- X

X X

_ X

_ X

X

_ X

_ X

- J.

X

X

X

_ X

X

- 4

X

- X

_ X

1 a 50 = Aspergillus fumigatus Fresenius

Tabla N5 11 Resultados correspondientes a la
producción de sustancias inhibidoras
Por las cepas del grupo AspergilluS
fumigatus
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6 . D I S C U 'j I O

Siguiendo los criterios de clasificación 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 (Oda.) Thom , y Aspergillus fumigatus

Fresenius .

Los criterios morfológicos utilizados hasta el momen-

to como único punto de referencia para la clasificación de

los hongos imperfectas, pueden considerarse hasta un cier-

to punto subjetivos, debido a la gran variabilidad exis-

tente incluso dentro de una misma especie. (70, 03, 122).
Por este motivo durante los últimos años, numerosos gru-

pos de investigadores han orientado sus esfuerzos a la

búsqueda de otros criterios significativos que ayuden a

la elaboración de una nueva taxonomía. Tal es el trabajo

realizado por De Bertoldi (30) , nue ante la dificultad

de clasificar muchas de las cepas aisladas del género

Humiqola siguiendo los criterios morfológicos, ha centra-

do su investigación en los aspectos genéticos, citológi-
eos y bioquímicos para la completa identificación de los

mismos.

La caracterización bioquímica de los hongos forma-

dores de artrosporas proporciona un método de identifica—
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ción más simple y abre un:: nunva discusión taxonómica (42)
al igual como se utiliza para la identificación do levadu-

ras (31, 65).

Son muchos los criterios bioquímicos utilizados pa-

ra diferenciar algunas especies, toles como la capacidad

de producir uno a varios enzimos (3, <13, 1C5 ), los re-

querimientos nutritivos (95, 96), las relaciones con la

temperatura y con la tensión de agua (97), y así mismo se

han realizado diversos intentos para elaborar una taxono-

mía numérica (27,20, 32, 62, 110).

Siguiendo los criterios mencionadas por los autores

anteriormente citados y dado que le clasificación hasta

nivel de especie de los grupos del género Aspergillus se-

gún las pautas recomendadas por Raper y Fennell (lG2).re-
sulta poco definitoria especialmente en el caso del gru-

po Aspergillus niger, en la presente memoria liemos inicia-

do el estudio de la caracterización bioquímica de las ce-

pas aisladas.

El uso de un medio de cultivo sólido para observar

la producción de enzimas proporciona rapidez a la hora de

detectar su ausencia o presencia.

El término producción de enzimas en medio sólido

incluye la síntesis del enzima y la actividad del mismo

sobre el sustrato después de su producción.



Dado que la síntesis y la actividad enzimática sen pH

dependientes, el pH de los medios sólidos utilizados varía

de 4 a 7, y en algunos casos alcanza 7,5. Aunque el creci™

miento es idóneo, en muchos casos se ha observado que a pH

4-5, la producción de enzimas se veía limitada o completamen-

te inhibida (45). El pH 6 por el contrario, permite un buen

crecimiento y una buena producción 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 que las cepas ensayadas pertenecientes al grupo Aspergí-

llus niger han presentado en un 100 °/j la capacidad amilolíti-

ca. La producción de estos enzimas por algunas cepas del gru-

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

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

midón (101, 102, 109).

El 100 °/j de las cepas ensayadas presentan capacidad li-

política, que ha sido también puesta de manifiesto en otras

investigaciones (55, 102, 109).

Todas las cepas estudiadas tienen actividad pectolítica

y elaboran catalasa, corroborando así otras investigaciones

sobre el uso 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 producción de urea'

sa y fosfatase.
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Algunos autores (102, 10n) hacen enastar la producción

de enzimas proteolíticas por determinadas cepas del grupo As-

pergillus niger, aunque su aplicación es limitada debido a que

se requiere un pH ácido óptimo (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 negativo.

También han resultada negativas en un 100 , la produc-*

ción de DNAsa, la producción de gas y Gh^ en TSI, la redacción
de Nitratos, la producción de amoníaco a partir de peptona ,

y la prueba del Voges-Proskauer.

Un 58 c/o de las cepas ensayadas han sido capaces de uti-

lizar el citrato como única fuente de Carbono.

La acción de las cepos estudiadas sobre los azúcares ,

varía notablemente con el medio de cultivo empleado. Así, en

la prueba del rojo de metilo, sólo el 68 c/_ han producido áci-

do a partir de la gñucosa, y un 100 c/j lo han hecho en el me-

dio liquido descrita para fermentaciones ( 65 ) y en el medio

TSI. En el medio de cultivo de Hugh y Leifson , el 100 °/o de

las cepas estudiadas han presentado metabolismo fermentativo

con respecto a la glucosa. La producción de ácido a partir de

lactosa o sacarosa en medio TSI ha sido positiva en un 100 C/J>

mientras que en el medio líquido para fermentaciones ha sido

positiva en un 100 °/a para la sacarosa y sólo en un 36 c/j para
la lactosa. En este último medio de cultivo, el 100 de las

cepas ensayadas han producido ácido a partir de la galactosa

y maltosa.
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La variabilidad observada en la actuación frente a los

azúcares ensayados, permite deducir la necesidad de citar en

cada caso el medio de cultivo sobre el que se ha realizado la

prueba.

Además de los enzimas citados anteriormente, se ha uti-

lizado una técnica semicuantitativa para la determinación de

enzimas, descrita principalmente para bacterias,(3, 51, 56,

63, 77, 94, 117 ), pero cuya eficacia en hongos ha sido pie-

namente demostrada (l, 12, 13, 42).

En relación con la especie Aspergillus tubingensis (SchB-
ber) Mósseray y tal como se indica en la tabla N® 3, en el

IDO c/o de las cepas estudiadas se detectó la presencia de los

enzimas Fosfatasa acida y alcalina, ^-glucosidasa y N-acetil-

^-glucosaminidasa. En orden de incidencia decreciente, de los
15 enzimas restantes, se observó que el 60,5 c/j de las cepas

poseía Estearasa lipasa, el 35,3 c/: fosfamidasa, el 33,3 faOÍ-

fucosidasa, y el 21,2 c/: ^-galactosidasa, no presentando nin-
guno de los enzimas restantes.

Las cepas pertenecientes a la especie Aspergillus hete-

romorphus Batista y Maia investigadas, presentan en su tota-

lidad los enzimas Fosfatasa ácida y alcalina, ^-glucosidasa
y> N-acetil p>-glucosaminidasa. Así mismo en un 46f 6 •J-L se de-

i

tectó la estearasa lipasa, en un 46,6 ‘j'j la fosfamidasa, en

un 26,6 °¡o la-galactosidasa, y en un 6,6 °/o la0(-galactosida-

sa, no evidenciándose la presencia de los 11 restantes enzi—
mas investigados por el método semicuantitativo.
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Finalmente y dentro del grupo Aspergillus niger, las dos

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

gran variabilidad en los enzimas detectados por esta método,
dado que mientras los enzimas Fosfatosa acida y alcalina,

^-glucosidasa y N-acetil--glucosaminidasa fueron hallados

en ambas cepas, la cepa O9 50 presentó además la o( y ^-galacto-
sidasa.

De los datos aportados podemos deducir que atendiendo

a los enzimas ensayadas y al número de cepas investigadas,

las especies del grupo Aspergillus niger coinciden en presen-

tar los enzimas Fosfatase acida y alcalina, (2> -glucosidasa y

N-acetil-p~glucosaminidasa.

En relación con la actividad inhibidora del desarrollo

de microorganismos mostrado por las cepas ensayadas del gru-

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

partado 4.2.3 y a la vista de los resultadas obtenidos pode-

mos deducir que el 80 °/j de las estirpes es activa frente a

Escherichia coli, el 02 c,í inhibe el desarrollo de S errati a

marcescens. La máxima actividad se manifiesta frente a Sta-

phylococcus aureus , dado que se alcanzan porcentajes del

96 °/a, mientras que frente a Bandida albicans sólo el 10
de las cepas ensayadas han mostrado capacidad inhibidora.

31 de las cepas ensayadas fueron activas frente a tres

de los microorganismos, 8 frente a dos, 6 frente a los cua—

tro microorganismos, y tan solo 5 frente a un único microor—

nanismo.
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En la bibliografía lian sido descritos un número limi-

tado de antibióticos, todos ellos de escasa aplicación, ela-

horados por algunas cepas del grupo Aspergillus 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 mostró ser activa frente a bacterias Gram ■{•

y Gram

El 100 c/; do las cepas ensayadas del grupo Aspergillus

fumigatus siguiendo las técnicas descritas en los apartados

correspondientes, producen urcasa , como ya había sido obser-

vado por Franke y Krieg en 1952, citado por Raper y Fennell

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

El 100 c/!i do las cepas tienen actividad pnctolítico, fos-

fatásica y amilolítica, y ninguna presenta enzimas protealíti-

eos, coincidiendo can los resultados obtenidos por Hankin y

Anagnostakis (45).

En ningún caso las cepas ensayadas han presentado enzi-

mas lipolíticos, en contraste con Hankin y Anagnostakis (45),
Ramakrishnen y Benerjee (1951, 1952) y Vishv/anathan, Vasavada

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

El 100 c/3 de las cepas producen el enzima DNAsa', lo que

difiere de los resultadas obtenidos par otras autores (45).

Todas las cepas han sirio capaces de producir catalasa

y utilizar el.citrato como única fuente de Carbono.
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Han resultado negativas en un 10Ü c¡j las pruebas del In-

dol, Voges—Proskauer, producción de amoníaco a partir de pep—

tpna-y la producción de gas y SH2 en TSI.

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

tos a nitritos.

La acción sobre los azócares podemos decir que es muy

baja, ya que ninguna de las cepas ha producido ácido a partir

de la glucosa en la prueba del Rojo de metilo, ni a partir de

la glucosa, sacarosa y lactosa en el medio TSI. En el medio

de cultivo de Hugh y Leifson, en ningún caso se ha observado

acción sobre la glucosa. En el medio líquido para fermenta-

ciones, los resultados han sido positivos en un 30 c/j para la

glucosa, un 6 c¡¿ para la galactosa, un 12 c/: para la maltosa,

un 26 ^ para la sacarosa y totalmente negativo para la lacto-

sa.

Al igual que para las cepas pertenecientes al grupo

Aspergillus niger, se ha observado le. elaboración de enzimas

por el método senicuantitativo, descrito en el apartado £.2.2

El 100 'p de las cepas presentaron ir. producción de Fos-

fatasa ácida y alcalina, |3 -glucosidasa, O-acetil [J- glucosa-
minidasa y la fosfamidasa.

En orden creciente de los restantes enzimas, el £ c/j de

las cepas estudiadas produjeron0¡ -glucosidasa, el 6 r/j cisti-
na arilamidasa, el 80 c/j Estearasa, y el °£ c¡'¿ estearasa Lipasa
En ninguna de las cepas ensayadas se detectó la presencia de

los 10 enzimas restantes.



La producción de antibióticos por el grupo Aspergillus

fumigatus fue ya evidenciada en 1938 por Anslow y Raistrick

quienes, como señala Raper y Fennell (102), aislaron la fumi-

gatina y espinulosina como metabolitos secundarios activos .

La fumigatina fue posteriormente ensayada por Oxford y Rais-

trick en 1942, quienes demostraron su actividad frente a gran

número de bacterias Gram + y Gram - en ensayos realizados "in

vitro". En el mismo ano Waksman, Horning y Spencer aislaron

un tercer antibiótico denominado fumigacina 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 má-

xima actividad frente a Staphylococcus aureus (82 p/c¡) .

El 22 c/a de las cepas inhibieron el crecimiento de Escherichia

coli, el 6 °/i fueron activas frente a Candida albicans, y só-
lo el 2 °/o de las cepas ensayadas impidieron el adecuado de-

sarrollo de Serratia marcescens.

Ninguna de las cepas estudiadas pertenecientes al grupo

Aspergillus fumigatus presentó actividad simultánea frente

a los cuatro mmcroorganismos investigados, 1 fue activa fren-

te a 3 microorganismos, 9 frente a dos, y 33 frente a 1, axis-

tiendo 4 cepas que no presentaron acción inhibidora alguna.
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Al intentar establecer una comparación a nivel de los

dos grupos del género Aspergillus objeto de la presente memo-

ria, podemos señalar que la acción sobre los azúcares ensa—

yados es notablemente superior en el caso de las cepas per-

tenecientes al grupo Aspergillus niger.

Con respecto a 3.a utilización del citrato como única

fuente de carbono, se establece también una diferencia, dado

que el 100 c/¡ de las cepas de Aspergillus fumigatus pudie -

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

pergillus niger sólo lo hicieron el 50 c,l.

También en lo que a la reducción de nitratos se refie-

re, observamos que en el caso da las capas del grupo Aspergí-

llu5 niger ninguna fue capaz de actuar sobre los nitratos ,

diferenciándose de las del grupo Aspergillus fumigatus, ya

que de ellas el G2 consiguieron reducir los nitratos a ni-

tritos.

En el caso de los enzimas detectados por métodos cua -

litativos, considnrendo las cepas estudiadas, estos dos gru-

pos del género Aspergillus pueden distinguirse en base a

que el grupo Asporgillus niger posee en un 100 “ actividad

lipolítica, coexistiendo en ninguna de las cepas del grupo

Aspergillus fumigatus . Por el contrario, un 100 c/á de éstas

últimos 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 relación con los 19 enzimas detectados por el método

semicuantitativo, se observa claramente que las 100 cepas es-

tudiadas poseen 4 enzimas comunes : Fosfatasa ácida y alcali—

na, |3- glucosidasa y N-acetil-^9 -glucosaminidasa.

Sin embargo en el caso de las fosfatases ácida y alcali-

na, las cepas del grupo Aspergillus fumigatus poseen mayor

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

mientras que en las cepas del grupo Aspergillus niger se

detectaron niveles de S nm.

Los dos enzimas restantes presentaron concentraciones

análogas en ambos grupos.

Además de los cuatro enzimas mencionados, todas las ce-

pas del grupo Aspergillus fumigatus ensayadas , poseen el en-

zima fosfamidasa.

Al estudiar los resultados obtenidas en la detección de

sustancias inhibidoras, podemos observar que las cepas estu-

diadas del grupo Aspergillus niger poseen en general mayor

acción inhibidora frente n los microorganismos ensayados que

las cepas riel grupo Asporiji.ll.us fulminatos .

Teniendo en cuenta los estudios realizados en la pre-

sente meriioria, podemos deducir que no existe una plena cor-

relación entre las actividades metabólicas observadas y los

criterios morfológicos que permiten la clasificación hasta

nivel de especie citados en la bibliografía, hecho que corro—

bora las aportaciones de algunos autores (03, 102),
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7. C O N C L ü G I G V 7 i

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

siones podemos señalar que :1.- De las 50 cepas del grupo Aspergillus niger, 33 se han

identificado como Aspergillus tubingensis (Schober) tfosse-

ray, 15 como Aspergillus heteromorphus Batista y f.'.aia y

las dos restantes como Aspergillus phoenicis (Cda.) Thom2.- Las 50 cepas del grupo Aspergillus fumigatus se han iden-

tificado como Aspergillus fumigatus Fresenius.3.- Las 50 cepas del grupo Aspergillus niger poseen los en-

zimas Fosfatase acida y alcalina, -glucosidasa , N-ace-

til--glucosaminidasa, ureasa y catalasa, así como las

actividades amilolítica, lipolítica y pectolítica.4.- Las cepas del grupo Aspergillus fumigatus poseen los en-

zimas Fosfatas acida y alcalina, fnsfamidasa, ^-glucosi-
dasa, N-acetil- /*- glucosarninidasa, amasa, DMAsa y ca-

talasa, así como las actividades amilalítica y pectolí-
tica.5.- Las 50 cepas del grupo Aspergillus niger son capaces de

producir ácido o partir de glucosa, galactosa, maltosa y

sacarosa, mientras que sálo el 35 r/j pueden hacerlo a par-

tir de lactosa.
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6.- El 30 c/ó de las cepas pertenecientes al grupo Aspergillus

fumigatus han producido ácido a partir de glucosa , el

26 c/o lo han hecho a partir de sacarosa y el 12 c/¡ a partir

de maltosa. Ninguna de las cepas ha sido capaz de produ-

lo a partir de la lactosa.7.- Las 50 cepas del grupo Aspergillus fumigatus pudieron de-

sarrollarse en presencia de citrato como única fuente de

carbono, mientras que las del grupo Aspergillus niger só-

lo lo hicieran en un 508.- El 62 c/o de las cepas del grupo Aspergillus fumigatus en-

sayadas fueron capaces de reducir los nitratos, mientras

que ninguna de las cepas del grupo Aspergillus niger lo

hicieron.

9.- El 82 °/o de las cepas del grupo Aspergillus fumigatus fue

ron activas frente a Staphylococcus aureus , el 22 c/a fren
te a Escherlchla coli , el 6 c¡.-. frente a Candida alhicans

y el 2 c;c frente a Serratia narcescens .10.- El 96 de las cepas riel grupo Aspergillus niger inhibió

ron el desarrollo rio Gtaphylnror.nur, aureus , ol 02 c/. el
de Serratia narcescens , el <00 r/. el do Eschorichia coli

y sólo el 18 el de Candi da albi can s.11.- De las 50 cepas ensayadas del grupo Aspergillus niger ,

31 fueron activas frente a 3 de los microorganismos

estudiados, 8 frente a 2, 5 frente a los 4 microorga-

nismos, y tan solo 5 fronde a un único microorganismo.



12.- Ninguna de las cepas del grupo Aspergillus fumigatus

presentó actividad simultánea 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 acción inhibidora alguna.13.- No existe plena correlación entre las actividades me-

tabólicas observadas y los criterios morfológicos que

permiten la clasificación hasta nivel de especie del

género Aspergillus.
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