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RESUMEN

Se evaluaron 6 metodologias de conservacién para hongos filamentosos con actividad enziméatica
amilolitica, bajo parametros de viabilidad, pureza y actividad enzimatica durante cuatro meses. Se utilizé
para este trabajo la cepa nativaAspergillus nigerSMB14M3 como microorganismo experimental por

poseer actividad enzimatica amilolitica amiloglucosidasa. La maxima actividad enzimatica amilolitica
atribuida a la amiloglucosidasa sobre la maltosa, se present6 a las 36 horas de fermentacién, con un valor
de 2.805 unidades (imol mimml?). El rango 6ptimo de actividad del extracto enzimatico esta en valores

de pH que van desde 3 hasta 5 y 60°C de temperatura. Se evalué la viabilidad del microorganismo
conservado en diferentes métodos determinandose que los mejores son la conservacién en agua destilada
suplementada con NaCl al 0,85% y el suelo. No se observa que la pureza del microorganismo se vea
afectada al igual que la actividad enzimatica en el momento del uso experimental.

Palabras clave:actividad enzimatica, amiloglucosidagsspergillus niger hongos filamentosos, con-
servacion microbiana.

ABSTRACT

Six experimental methods for conservation of filamentous fungi with amylolytic activity were evaluated
according to the parameters: viability, purity and enzyme activity, over a period of four months. In this
research, the wild-type of filamentous fungispergillus nigerSMB14M3 was used because it showed
amyloglucosidase amylolytic enzyme activity. The maximum amylolytic enzyme activity, attributed to
amyloglucosidase upon maltose, was encountered at 36 hours of fermentation, with a value of 2.805
units (imol mint mI?). The optimal pH range for enzyme activity is from 3 to 5 and the temperature is 60°
C. The viability of the fungus when preserved the by the different methods was evaluated, and it was
determined that the best methods were: soil and distilled water + 0.85 % w/v NaCl. Neither the purity of
the microorganism nor its enzyme activity was affected when the fungus was used in experiments.

Key words: enzymatic activity, amyloglucosidas@spergillus niger filamentous fungi, long term
microorganism preservation
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INTRODUCCION MATERIALES Y METODOS

La preservacion y el almacenamiento pro-Microorganismo empleado

longado de microorganismos con importan-

cia econémica, los cuales tienen lala cepa nativa Aspergillus niger
capacidad de producir altos rendimientos deSMB14M3 seleccionada para este estudio
metabolitos deseables en fermentaciones &€ obtenida de la coleccion de microorga-
gran escala, es de vital importancia para uflismos del Laboratorio de Microbiologia
proceso de fermentacion exitoso (Hesseltinede Aguas, la cual fue aislada con anteriori-
y Hayes, 1973). Dentro de las condicionesdad de una industria cervecera ubicada en
necesarias para conservar correctamente |8 altiplano Cundiboyacense. Los cultivos
cepas microbianas en laboratorios de microfueron mantenidos en agar maltosa al 2%
biologia se encuentran pureza del cultivo,P/V (extracto de levadura (Oxoid, Basings-
evitando contaminaciones durante el pro-toke, England) 0,5 g/l, maltosa (Merck,
ceso de conservacion; viabilidad celular delDarmstadt, Germany) 20,0 g/I, Cloruro de
70 - 80% durante el tiempo de conserva-calcio (Merck, Darmstadt, Germany) 0,5 g/l,
cién, y estabilidad genética de las célulassulfato de amonio (Carlo Erba, Milan, Ita-
(Garcia y Uruburd, 1991). Un proceso lia) 0,5 g/l, fosfato monobasico de potasio
biotecnolégico importante es el cervece-(Merck, Darmstadt, Germany) 0,2 g/l, fosfato
ro, en el cual se utilizan metabolitos dibasico de potasio (Merck, Darmstadt,
microbianos. Para producir el etanol queGermany) 0,2 g/l), agar bacterioldgico
contiene la cerveza se debe llevar a cabdOxoid, Basingstoke, England) 14,0 g/l)
el proceso de degradacion del almidén,hasta el momento del uso experimental. La

donde se utilizan enzimas amiloliticas queconfirmaci()n de la identificacion del micro-
generalmente se encuentran en la maltadrganismo se realiz6 mediante el uso de cla-
Si la concentracion de enzimas amiloliti- V€S taxonomicas (Barnett y Hunter, 1975;
cas presentes en la malta no es suficientd;loekstraet al., 1981; Watanabe,9B4).

se hace necesario suministrar enzimas

amiloliticas exégenas, que por lo generalCurva de crecimiento

son de origen microbiano. La amiloglu- Las curvas de crecimiento fueron llevadas
cosidasa, una enzima amilolitica, es utili- urv imi u v

zada en el proceso cervecero para producig %att))o en er_lten_rrjeyerizdoe 250 mi dte c_ap?ju-
cervezas con bajo contenido cal6rico o consg I?jjo ag||daC|onIta | gz/m /cor_:_eglenl 0
alto contenido de alcohol, porque su fina- mi de caldo maltosa al =7 p/v. 10das 1as

lidad es degradar las dextrinas producidascurvas de crecimiento fueron realizadas por

por accién de lax-amilasa o la maltosa por triplicado, durant_e 5 dias a 25°C. Adi(.:i(.)'
la B-amilasa y finalmente producir glucosa. nalm,ente se realiz6 un coqteo de conidios
Esta enzima es producida comercialmente- amara .d,e Neubz_auer (Vélzal., 1997)
por cepas de hongos filamentosos en espe¥ la .med|C|on de biomasa por peso seco
cial por Aspergillus nigerLa finalidad de (Collins et al., 1995).

este trabajo fue determinar las metodologia L .

mas convenientes para la conservacion d et_e_rmmauo_n C}J_antltatlva de la

hongos filamentosos sin que afectaran la acf%t'v'dad amilolitica
tividad amilolitica amiloglucosidasa y con gg determiné la actividad amiloglucosida-
esta base poder plantear la posibilidad dg, ge |5 cepa nativa despergillus niger
desarrollar investigaciones que permitanSMBl4M3, cuantificando los azlcares

conservar a largo plazo las actividades,gqyciores utilizando el método del acido
enzimaticas dentro del proceso cervecero. 3,5-dinitrosalicilico (DNS) (Millar, 1959,
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citado por Beltran y Maldonado, 2002), las metodologias de conservacion del ulti-
durante la curva de crecimiento diariamen-mo tiempo de evaluacion que fue el cuarto
te durante 5 dias. mes. Para determinar si existia diferencia en
el promedio de células viables y la produc-
Efecto del pH y la temperatura sobre la  cién enzimatica con cada método de con-
actividad enzimatica servacion y asi mismo entre los diferentes
métodos, en los tiempos evaluados, se reali-
El efecto de la temperatura sobre la activi-;4 yna prueba de andlisis de varianza con
dad enzimatica fue determinado en un ranyisefio de bloques completamente aleatori-
go de 10 a 70°C en rangos de 10°C,zados. Previo al ANOVA se comprobé nor-
utilizando el extracto crudo de la muestra, malidad de las variables mediante prueba
luego de ser centrifugado (3000 rpm porge Shapiro Wilk y con el objeto de determi-
10 min) para separar las células (Schrickxnar diferencias significativas entre la viabi-
et al.,, 1993). La maltosa se utilizo como jigad promedio de cada método se utilizo la
sustrato en proporciones 1:1 'y el buffer 5ryeha de Bonferroni con un nivel de con-
fosfato a una concentracion de 1:10 V/V afianza del 95%. Se utilizé el programa
pH 5.5. El pH 6ptimo de actividad amilo- siatlets 2.0 (Statpoint, 2003).
glucosidasa se evalud entre pH 2.0 - 12.0
utilizando soluciones buffer fosfato 1:10 3
v/v con el extracto crudo y la solucién de RESULTADOS Y DISCUSION
maltosa a una temperatura de 25°C; Iasc va d imient
muestras se incubaron durante 30 minutos " 2 @€ crecimiento

(Beltran y Maldonado, 2002). Para cada fermentacion se preparé un
. inoculo con el fin de disminuir el tiempo

Evaluacién de los metodos de de duracion de la fase de adaptacion. La

conservacion figura 1 presenta la curva de crecimiento

.. de la cepa nativa dAspergillus niger

. P '5MB14M3. La concentracion celular ini-
al final del periodo de 4 meses de trata-_. - .
cial en la curva del microorganismo fue

miento, crioconservacion en glicerol al L ; L.
9 8.4x10 conidios mtt y una biomasa ini-

10%, conservacién por transferencia . . . .
. . . cial de 0.10 g'1. Se observé una tendencia
seriada, en agua destilada, bajo una capa D e e -
: . . a la disminucion en el recuento de conidios
de aceite mineral, en suelo y en tierra

. . - A . “en el transcurso de la fermentacion y por
diatoméacea. La viabilidad se midi6 median- :
. otro lado, un aumento en la biomasa. Lo
te recuento en placa en profundidad, se - :
L - anterior demuestra que el medio aporta al
determiné la pureza durante el periodo de . : . .
L g . microorganismo las condiciones nutricio-
conservacion y se establecio el cambio de

P . . hales para el desarrollo vegetativo, de for-
las caracteristicas morfol6gicas tanto a ni-

- . - . ma mas significativa que en el estadio
vel macroscépico como microscopico

(Kirsop, 1991; Watanabe, 1994). La activi- re.p.roductlvo, fase del dgrsarrollo fangico
T . utilizada en la conservacion de los hongos

dad enzimética se evalué comparando los . e
- . . _esporbégenos (Simione y Brown, 1991).

valores obtenidos en la curva de crecimien-

; . .~ "Como consecuencia de esto, esta fase no
to con los obtenidos en los diferentes tiem- " o

- fue utilizada para llevar a cabo los indculos
pos de evaluacion.

durante la puesta en prueba de los métodos

R - de conservacion.
Andlisis estadistico

Para la medicion de las variables en estudid=S asi que se decidi6 utilizar un medio nu-
se tomaron al azar 10 viales de cada una dEitivo como el YGC para inducir el estadio
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reproductivo. Este medio nutritivo ha sido diciones de cultivo (Moreirat al., 1999;
reportado por estimular una rapida forma-Nahas y Waldemarin, 2002; Beltran y
cion de conidios debido a que los nutrien-Maldonado, 2002) al observarse que la ac-
tes se encuentran ampliamente disponiblesividad enzimatica especifica disminuye
para el microorganismo, lo cual conlleva aconsiderablemente a las 168 horas de fer-
gque se consuman rapido generando unanentacién como consecuencia de que el
tensién nutricional. Este mismo fendmeno microorganismo en ese tiempo entré en la
fue observado por Meza y Monroy (2002) fase estacionaria de crecimiento donde los
al elaborar una curva de crecimiento connutrientes comienzan a ser escasos.
Aspergilllus nigeren medio liquido con
agitacion. Efecto del pH y la temperatura sobre la
actividad enzimatica

Determinacién cuantitativa de la ) ) i
actividad amilolitica En las figuras 3 y 4 se aprecia el rango Op-

timo de actividad enzimatica. Con respec-
En la figura 2 se observa que la maximato al pH el rango entre 3y 5, y la temperatura
actividad atribuida a la enzima amiloglu- alrededor de los 60°C. Estudios realizados
cosidasa sobre la maltosa se dio a las 3@or Pandeyet al. (1995) y Moreiraet al.
horas de fermentacién con un valor de 2.8051999) son similares a los obtenidos en este
unidadesgmol mirr* mlt). Al comparar este trabajo, donde reportan valores éptimos de
valor con los obtenidos por Schrickx al., pH entre 4.5-5.0 y 4-6 y temperatura entre
(1995) de 250 unidadegiriol mirtt mit)  40-60°C y 50-60°C respectivamente.
utilizando cepas genéticamente modifica-Beltran y Maldonado (2002) reportan que
das presentan la gran diferencia que haesta enzima segin su estabilidad a pH y
entre el microorganismo nativo y el mejo- temperatura, puede ser utilizada dentro del
rado. Se pudo establecer que el tiempagoroceso cervecero, especificamente bajo las
maximo de produccién enzimatica es de-condiciones de las primeras fases de elabo-
pendiente del microorganismo y de las con-racién del mosto cervecero.
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Figura 1.
Curva de crecimiento deAspergillus nigerrealizada durante 5 dias a 25°C
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Figura 2. Actividad Amiloglucosidasa medida durante la curva de crecimiento
(25°C- 5 dias). Método del acido 3,5-dinitrosalisilico.
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Figura 3. Efecto del pH sobre la actividad enzimatica amilolitica.
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Figura 4. Efecto de la temperatura sobre la actividad enzimatica amilolitica

Evaluacién de los métodos de . . o
conservacion tanto el aceite mineral como los conidios y

que pudo haber conducido, a que en el
Como se observa en la figura 5, los méto-momento de retirar la capa de aceite mine-
dos que aparentemente se encontraron paal, se hubiesen liberado conidios, gene-
encima del umbral de aceptacion de las técrando una pérdida de propagulos.
nicas, después de 4 meses de conservacion,
son todos los ensayados, excepto el de corPor otro lado, se debe tener en cuenta que
servacion bajo una capa de aceite mineralla técnica de conservacién bajo una capa
Con esta evaluacion se determiné que estde aceite mineral no detiene el metabolis-
técnica no puede ser analizada experimenmo, por lo cual pueden generar alteracio-
talmente bajo el mismo parametro con quenes morfolégicas y fisiolégicas como
fueron evaluadas las anteriores, debido gérdida de la capacidad esporulativa, ate-
que las técnicas instrumentales para llevanuacién o pérdida de virulencia entre otros
a cabo una correcta recuperacion del mi(Borba y Rodriguez, 2000).
croorganismo no ofrecen la confiabilidad
necesaria. Lo anterior fue reportado debi-El analisis estadistico demostré que con el
do a que a las 12 horas de conservacion smétodo de conservacién en suelo se obtu-
determiné la pérdida de viabilidad, conse-vo viabilidad mayor que las demas (por
cuencia que no se esperaba, debido a quencima del 80%)p=0.0548), indicando
el fundamento de la técnica es disminuir laque se presentaron mas valores individua-
tasa metabdlica generada por la disminudes en el porcentaje de viabilidad cercanos
cion de la transferencia de oxigeno. Estao por debajo del 80% al comparar los valo-
pérdida de viabilidad posiblemente se atri-res con las técnicas de crioconservacion en
buye a la naturaleza hidr6foba que tieneglicerol, conservaciéon en agua destilada
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Figura 5. Porcentaje de recuperacion celular de la cepa nativa despergillus niger
SMB14M3 conservado en los diferentes métodos

estéril y tierra diatomacea. Este fenémeno/la técnica de conservacion en agua desti-
reportado por Vasquez (2000), se pudo halada estéril modificada con NaCl al 0,85%
ber producido porque los conidios del hon-p/V (p= 0.0377), permitio una mayor esta-
go, posiblemente tienen afinidad con losbilidad en la técnica. Vasquez (2000) ob-
agregados del suelo que no fueron desnaservé una disminucién en la viabilidad de
turalizados por el proceso de esterilizacién.los microorganismos que evalu6 por seis
meses, fendmeno que segun Kirsop & Snell
La técnica de crioconservacion, durante el(1991) lo reportan como consecuencia en
tiempo de evaluacion fue aceptablela desestabilizacion de los procesos
(p=0.0464), el Gnico inconveniente que 0smoticos, los cuales influyen en el dafio
afronta, es la temperatura de almacenamiercitoplasmatico, pudiendo afectar a algunas
to. En un estudio realizado por Meza y Células con la consecuente disminucién del
Monroy (2002), al comparar los porcenta-recuento de UFC ml Este fenémeno fue
jes de viabilidad obtenidos al conservar pordisminuido para este trabajo con la adicion
6 meses, microorganismos como bacteriasde NaCl cuya concentracion, mantiene el
levaduras y hongos filamentosos en glice-balance osmético.
rol al 10% v/v determinaron que los mayo-
res porcentajes de viabilidad se dan alLa conservacion en tierra diatomacea este-
conservar los microorganismos a una tem-il, obtuvo el valor probabilistico mas bajo
peratura de —70°C. Esto se debe a que a urf®=0.0007) lo que indica que tuvo menos
temperatura de -20°C se encuentran mezvalores individuales de porcentaje de via-
clas eutécticas, que pueden ocasionar dadilidad cercanos o por debajo del 80% al
fios celulares (Kirsop y Snell, 1984; Grefia,ser comparado con las otras metodologias
1994). de conservacion. El resultado se debi6 al
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soporte que ofrece la tierra diatomécea, etransferencias seriadas en medios de culti-
cual es seguro pues se considera un materos nutritivos. Si el microorganismo po-
rial G.R.A.S. (generalmente reconocido seiauna actividad superior a la reportada
como seguro) y no cabe la posibilidad depor el trabajo actual, posiblemente se
gue contenga sustancias que a pesar de repudo haber perdido por no desarrollar una
lizar el proceso de esterilizacién, sigan sien-metodologia de conservacién que garan-
do reactivas y generen detrimento deltizara la estabilidad genética desde el ais-
microorganismo conservado, como si selamiento.
presenta en la conservacion en suelo.

Se debe tener en cuenta gAgpergillus
Con respecto a la pureza, ésta no se vimiger por su naturaleza es estable genética-
afectada ni el tiempo de conservacién nimente (Raper y Fennell 1965), pero no ga-
por ninguna de las técnicas. rantiza que por transferencia seriada se

generen mutaciones aleatorias. El microor-
Como se muestra en la figura 6, la evalua-ganismo a través de los pases sucesivos se
cion de los métodos bajo el pardmetro de laadaptd a las nuevas condiciones de culti-
actividad enzimatica, demostr6 que la trans-o, las cuales no propiciaron la actividad
ferencia seriada y comparada con las metoenzimatica requerida y en el momento de
dologias que se consideran apropiadas para reactivacién del microorganismo bajo
la conservacion no tiene diferencia esta-condiciones similares al aislamiento prima-
disticamente significativapE0.9971). Es- rio, no se desarrollé la misma actividad, sien-
tos resultados se originaron posiblementedo ésta la explicacién para haber observado
debido a que el microorganismo antes dda misma actividad enzimética en todos los
haber sido utilizado para el uso experimen-métodos, incluido el de transferencia
tal y desde que fue aislado, se conservo poseriada.
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Figura 6. Porcentaje de actividad enzimatica de la cepa nativa despergillus niger
SMB14M3 conservado en los diferentes métodos
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CONCLUSIONES

Los métodos de conservacién recomenda-
dos para este hongo y que no permitiera
una fluctuacion en la actividad enzimatica

Facultad de Ciencias. Departamento de
Microbiologia. Carrera de Microbi-
ologia Industrial. Bogota D.C., Colom-
bia. 111 péags.

evaluada, asi como unos rangos de viabiligorga, C.M.: Robricuez K.F. 2000. Viabil-

dad altos fueron suelo y solucion salina.
Adicionalmente en la recuperacion del hon-
go no se presentaron cambios morfolégicos
de ningun tipo. Se termina reconfirmando

ity and sporulating capability of
Coelomycetes preserved under a range
of different storage regimesRev
Iberoam Micol17: 142-145.

que el uso del aceite mineral no es recog s, C.: LynE, P. & GRANGE, J. 1995.

mendable para la conservacion de hongos.

El estudio experimental realizado permi-
ti6 determinar que es muy importante es-

Microbiological methodsEd. Butter-
woth-Heinemann. Great Britain, 472

pags.

coger los medios de cultivo adecuados pargsagcia, M.D.: Urusury, F. 1991. La con-

cada hongo en el momento en que se desee
producir los propagulos, debido a que no
todos los hongos generan una rapida
esporulacion. Un ejemplo claro que se de-
tectd en el proceso experimental fue que la
maltosa al 2% p/v, no permitié un desarro-
llo 6ptimo del hongoAspergillus nigeral

servacion de cepas microbianas.
Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo
(CECT). Universitat de Valéncia.

46100 Burjassot (Valencia).[en linea]
http://www.uv.es/cect/docs/cons.doc
[consulta 15 de febrero 2003].

no permitir un estimulo en la actividad Guegya, R.L. 1994. Culture preservation. In:

conidiogénica.

En relacion con la actividad enziméatica
amilolitica (amiloglucosidasa), se presen-

Manual of methods for general bacte-
riology. American Society Microbiol-
ogy, 278-290.

ta a las 36 horas de fermentacién con UrHegseiting C.W., & Haves, W.C. 1973.

valor de 2.805 unidades (imol miml?) y

el rango de pH se encuentra entre 3 y 5, asi
como la temperatura fluctia alrededor de
los 60°C.
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