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Aspergillus sclerotiorum: a tisk to cultural heritage and health

Abstract

By performing a mycological culture, we isolated a fungal strain from a mold patch in a book of great heritage
value from the “Coronado” archives. Ribosomal DNA sequencing identified the strain as Aspergillus sclerotiorum.
By qualitatively determining its cellulolytic, proteolytic and amylolytic and enzymatic activities, as well as the
production of pigments and acids, we confirmed its paper deteriorating abilities. Quantitatively, we evaluated its
total cellulase enzyme activities on filter paper (FPase) and -endoglucanase, and FPase and $-endoglucanase;
confirming low activities. Although its deteriorating abilities are weak, it poses a threat to the preservation of the
document and is a potential health hazard to the people who refer to and archive these books.
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Introduccion

En el papel, los microorganismos cuentan con
diferentes compuestos que utilizan como nutrientes a
partir de su degradacion. Tal disponibilidad depende de
sus caracteristicas, origen y antigliedad. En los papeles
mas antiguos el polimero predominante es la celulosa.
Ademas el almidén y la gelatina son constituyentes de
este soporte. Estas sustancias son sustratos de sistemas
enzimaticos de celulasas, amilasas y proteasas fungicos
(Cappitelli & Sorlini 2005, Cappitelli & Sorlini 2010).

Las celulasas son un complejo enzimatico
formado por tres enzimas que combinando su acciéon
realizan una degradacién eficiente de la celulosa:

las B-endoglucanasas (también conocidas como
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carboximetilcelulasas), las B-glucosidasas (conocidas
como celobiasas) y la 3-exoglucanasa. El almidon es
degradado por enzimas llamadas amilasas (x-amilasas
y B-amilasas). La licuefaccién de las protefnas se lleva a
cabo por proteasas (Capitelli & Sorlini 2010).

Estas enzimas y otras producidas por las especies
fungicas que han sido aisladas de documentos
(glucanasas, lacasas, fenolasas, queratinasas, mono-
oxigenasas etc.), asi como los acidos excretados por
los hongos filamentosos (oxalico, fumarico, succinico,
acético etc.) y compuestos organicos volatiles; pueden
ocasionar alteraciones del soporte. Entre estas las
mas frecuentes son: manchas de diferentes colores y
tonalidades, decoloracion, acidificacion y degradacion
fisica. Ademas los hongos pueden producir pigmentos
que también modifican las caracterfsticas quimicas y
fisicas del papel (Cappitelli et al. 2010, Sterflinger 2010).

Por otro lado, la presencia de hongos que se
mantienen viables en los documentos atrchivados,
constituye un riesgo para la salud de las personas
que estén en contacto directo con estos o con sus
propagulos en forma de bioaerosoles aéreos (Pasanen
2001, Gorny 2004).

Laexposiciénahongos puede provocarinflamacion
no especifica de las vias aéreas superiores e infetiores e
infeccion profunda por hongos que crecen en el tracto
respiratorio (Verhoeff & Burge 1997, Bardana 2001,
Huttunen et al. 2003), incrementar la incidencia de
infecciones en la piel (Rylander & Etzel 1999), causar
alergia (Terr 2004) y reacciones toxicas a micotoxinas
(Requena etal. 2005, Duarte-Vogel & Villamil-Jiménez
2000).

Actualmente existen varias técnicas para investigar
el biodeterioro fungico sobre materiales organicos e
inorganicos, pero el aislamiento en medios de cultivo
micoldgico y la identificacion de las especies mediante
caracteristicas morfoldgicas, continua siendo la forma
mas convencional al alcance de los conservadores e
investigadores. Este procedimiento, permite ademas
constatar la viabilidad del microorganismo. No
obstante, posee limitantes, como la dificultad para
aislar especies xerofilas que frecuentemente causan
dafio al papel y que requieren medios de cultivo con
una baja actividad de agua (aw) para la germinacion
de las esporas y produccién de cuerpos fructiferos
(Pinzari et al. 2010).
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Entre las técnicas moleculares, la deteccion de
regiones I'TS (delas siglas eninglés Internal Transcribed
Spacers) es de gran utilidad en la identificacién de las
especies de hongos filamentosos, debido a su elevada
especificidad taxonémica (Sterflinger 2010).

De modo que si en un documento archivado
existe un hongo filamentoso viable, y este se consulta
ocasionalmente y se manipula sistematicamente para
su limpieza, hay mayor o menor riesgo tanto para la
conservacion del documento como para la salud de
las personas en contacto con este segun la especie de
la cual se trate.

Por otro lado, en caso de desastre en el archivo,
el documento contaminado es fuente de indculos

para la propagacion del hongo en diferentes soportes
(Borrego et al. 2009).

El archivo “Coronado” se ubica en el Centro de
Documentacién e Informacion Cientifico-Técnica de
la Universidad Central “Marta Abreu” de Las Villas
(UCLV), Cuba. En este, se almacenan documentos
de elevado walor cultural e histérico, muchos
pertenecientes al fondo patrimonial de la nacion, y
es visitado por clientes que consultan las obras en el
mismo sitio.

El material bibliografico de partida y mayoritario
en este archivo es la coleccion de Francisco de Paula
Coronado (1870-1926), quien fuera Director de
la Biblioteca Nacional de Cuba “José Marti” y un
prominente biblifilo cubano. Su coleccién privada
fue puesta en venta después de su muerte y los libros
hacinados inadecuadamente. Luego fue trasladada
al Palacio de Aldama en La Habana, donde algunos
ejemplares fueron restaurados, hasta que fue adquirida
por la UCLV en 1960 (Castillo & Vega 2005).
Actualmente se encuentra en un local que hasta su
reciente reparacion e impermeabilizacién presentaba
dafios constructivos, tales como grietas, fisuras y
filtraciones en parte del techo de la edificacion.

“Viajeal estrecho de Magallanes de Pedro Sarmiento
de Gamboa”, editado en 1768 en la Imprenta Real de la
Gazeta de Madrid, pertenece a la Coleccion de Libros
Raros con Valor Patrimonial del archivo “Cotronado”.
En la portada de este documento se observa debajo
del pie de imprenta un area con enmohecido, que se
caracteriza por presentar multiples colonias color ocre
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de pequefo tamafio sobre un drea cuya coloracion
es mas oscura a la del resto del soporte. En los
cuadernillos siguientes se observa lo mismo, pero con
mayor grado de enmohecido.

En la investigacion, se trazaron como objetivos
el aislamiento y la identificacion del hongo presente
en el documento y la evaluaciéon de su capacidad
enzimatica celulolitica, proteolitica y amilolitica,
asi como la produccién de acidos y pigmentacion
del papel. Lo anterior se hizo para determinar su
capacidad deteriorante sobre el papel. Ademas,
teniendo en cuenta que este soporte se compone
fundamentalmente de celulosa, se cuantifico la
actividad celulasa total sobre papel de filtro (FPasa) y
en particular la 8-endoglucanasa.

Materiales y métodos

Aislamiento e identificacion del hongo filamentoso:
Se tomo una muestra del enmohecido antes referido
(Figura 1) con hisopo estéril seco, realizando el
aislamiento por diseminacion en una placa de Petri
conteniendo agar extracto de malta suplementado
con antibidtico. Este medio de cultivo posee un alto
contenido de peptona, extracto de malta y glucosa,
con lo que se favorece el crecimiento de los hongos
sobre las bacterias. Se le pueden agregar otros agentes

a

selectivos de crecimiento, habiéndosele incorporado en
este caso cloranfenicol (0,0001 ¢ mL"). La incubacién
fue 2 30£1 °C por siete dias, debido a que en este rango
esta la temperatura promedio dentro del archivo donde
se encuentra el documento a partir del cual se hizo el
aislamiento fangico (resultado sin publicar).

A la cepa obtenida se le realiz6 una preparacion
con lactofenol para la observacion de la morfologia
en microscopio Optico de campo claro. Para su
identificacion hasta nivel de género se emplearon claves
(Barnett & Barry 1998). De acuerdo a su clasificacion
se cultivo en agar Czapek a 2811 °C durante siete dias
para su caracterizacion cultural y microscopica. El
aislado se conservo en este medio de cultivo para las
evaluaciones siguientes.

Los medios de cultivo referidos son de uso
comun para el aislamiento y conservacion de hongos
filamentosos a partir de documentos con soporte de

papel (Cappitelli et al. 2010).

Para identificar la cepa fingica obtenida hasta nivel
de especie, conociendo ya su género, esta se cultivo en
medio agar Czapek por siete dias a 28+1°C en placas
Petri de 9 cm de diametro. Posteriormente, se removio
el micelio de la superficie del agar, se peso y se purifico el
ADN fungico utilizando el DNeasy Plant Kit (Qiagen)
de acuerdo a los requerimientos del fabricante.

b

Fig. 1. Enmohecido en el soporte del libro “Viaje al estrecho de Magallanes de Pedro Sarmiento de Gamboa”,
1768. Coleccion “Coronado”. A la izquierda la portada de donde se aislé la cepa fungica y a la derecha dos de los

cuadernillos siguientes a esta.
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Las regiones del ADN ribosomal ITS1-5.8S-
ITS2 se amplificaron mediante la reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR) utilizando los cebadores
ITS1: TCCGTAGGTGAACCTGCGGG e ITS4:
TCCTCCGCTTATTGATATGC (White et al. 1990).
El procedimiento se realiz6 en un volumen de reaccion
de 25 pl en el que estaban contenidos 50 ng del ADN, 1
umol ! de ambos cebadores, 1,5 mmol L' de MgCl,,
1 mol ! de cada nucledtido y 1,5 unidades de GoTaq
Flexi (Promega, USA). La amplificacion se realizé en
un termociclador MiniCycler (M] Research, PTC-150)
y se utiliz6 el programa: 95 °C por 3 min seguido de
35 ciclos de 95 °C por 45 seg, 55 °C por 45 seg y 72 °C
por 1 min y finalmente 10 min de extensioén a 72 °C.
El amplicén de aproximadamente 600 bp se purifico a
partir de PCR utilizando el PCR Clean Up Kit (Qiagen).
Elproducto purificado se secuencio directamente. Para
la determinacion precisa de la secuencia del amplicon,
ambas cadenas se secuenciaron (Macrogen, Korea)
utilizando los cebadores ITS1 e ITS4. La secuencia
obtenida se compard con las contenidas en la base
de datos GenBank utilizando el software BLAST del
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) y las
secuencias con mayor identidad se alinearon mediante
el uso del software ClustalX (Thompson et al. 1994).
La secuencia de 574 pb obtenida se introdujo en el
GenBank (http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov).

Determinacion de la capacidad deteriorante de la
cepa fingica: Para la determinacion de la capacidad
celulolitica y la produccién de pigmentos se utilizé el
procedimiento descrito por Rautela & Cowling (1966).
Para esto se procedio a inocular el aislado en un medio
de cultivo (MCbase) cuya composicién salina para
1 L fue: nitrato de sodio (2,0 g); fosfato de dipotasio
(1,0 g); sulfato de magnesio (0,5 g); cloruro de potasio
0,5 g); sulfato ferroso (0,01 g); agar (20,0 g); agua
destilada c.s.p. 1 L; pH = 5,5.

En esta prueba se preparan tres alternativas de
fuente de carbono: una tira de papel de filtro, celulosa
cristalina y glucosa como control. Los cultivos se
incubaron a 28+1 °C durante 21 dfas. La produccion
de pigmentos se evalué por observacion visual del
papel de filtro y se sefial6 como negativa o positiva, en
cuyo caso se determino el color.

La capacidad proteolitica se determiné usando
dos ensayos de hidrolisis de gelatina. Para el primero,
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el hongo fue inoculado en MCbase, al que se le
adiciono gelatina. Después de siete dfas de incubacion
a 2811 °C, se afiade reactivo de Frazier sobre cada
placa. Un precipitado blanco indica la presencia de
gelatina no hidrolizada y la ausencia de este, hidrolisis
de la gelatina. El ensayo en los tubos fue realizado
para confirmar el ensayo positivo en las placas de
Petri. En este caso, la cepa se inoculé por puncion en
el medio de cultivo distribuido en un tubo de ensayo.
La composicion del medio era idéntica al del ensayo
en placa de Petri, pero sin agar. Los tubos inoculados
se incubaron durante siete dias a 28% 1 °C. Luego
se refrigeraron a 4 °C por 30 minutos, y la reaccion
de hidrdlisis de la gelatina se puso de manifiesto por
la licuefaccion del medio cuando los tubos fueron
agitados (Iwatzu 1984).

Para la determinacion de la capacidad amilolitica,
la cepa se sembrd en una placa de Petri en MCbase
que contenfa almidén como fuente de carbono.
Después de siete dias de incubacién a 28%1 °C se
afadi6 reactivo de lugol sobre cada placa de cultivo
y la presencia de una zona de color azul alrededor del
crecimiento micelial fue tomada como indicador de
hidrolisis positiva (Galiotou-Panayotou et al. 1997).

Los aislados fungicos fueron inoculados en
MCbase sin agar distribuido en tubos de ensayo, con
glucosa al 1% a pH = 7,0. Estos fueron incubados a la
temperatura antes referida durante tres dfas, pasados
los cuales se determiné el pH del medio de cultivo con
el empleo de un pHmetro (Borrego et al. 2010).

Todas las pruebas se hicieron por quintuplicado,
dandose como positiva cuando la respuesta fue
coincidente en todas las réplicas y calculandose el
valor medio en el caso de la determinacion del pH.

Determinacion de las actividades enzimaticas
celulasa total sobre papel de filtro (FPasa) y
B-endoglucanasa: Para la obtencion del indculo
fungico con vista a determinar la actividad celulasa
total sobre papel de filtro (FPasa) y 3-endoglucanasa,
la cepa fungica fue inoculada en MCbase sin agar,
usando como fuente de carbono glucosa al 1% a
pH = 5,5. El frasco de cultivo fue puesto en una
incubadora-agitadora ~ Termostatizada  (Sartorius)
a 28%1 °C a velocidad de agitacion de 150 rpm por
siete dfas. La biomasa fue separada por filtracién en
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condiciones asépticas. Del mismo modo se pesaron
0,05 g del inéculo, anadiéndolo en un erlenmeyer
que contenfa 100 mL de MCbase sin agar, agregando
como fuente de carbono celulosa cristalina al 1%.
El cultivo se realizé bajo las mismas condiciones
de temperatura y agitacion durante 21 dfas. El
experimento fue llevado a cabo por triplicado.

Las actividades enzimaticas se evaluaron a los 7,
10, 14, 17 y 21 dias. Los aztcares reductores totales
fueron determinados colorimétricamente usando
el método del acido dinitro salicilico (DNS) (Miller
1959). La actividad FPasa fue determinada segin
lo descrito por Ghose (1987). Una tira de 1x6 cm
(50mg) de papel de filtro Whatman No.1 fue afiadido
a un volumen total del sobtrenadante del cultivo
de 1,5 mL y 0,05 M de buffer citrato (pH = 4.8).
Las muestras fueron incubadas a 50 °C por 1 h.
La reaccion fue terminada por la adicién de 3 mL
de solucion de DNS, seguido por ebullicion durante
5 minutos. Después de enftiar, 5 mL de agua destilada
fue afiadida y se midio la absorbancia a 540 nm. El
contenido de azucares reductores en el medio de
fermentacion fue estimado indirectamente a partir de
los blancos de enzimas de las medidas de FPA. Las
unidades de actividad enzimatica fueron calculadas
segun la recomendacion de Ghose (1987).

La determinacion de la actividad B-endoglucanasa
se realiz6 siguiendo el procedimiento antes referido,
usando carboximetilcelulosa al 1% en lugar de papel

de filtro (Mandels 1975).

Los procedimientos referidos son los establecidos
por la IUPAC (por las siglas en inglés de International
Union of Pure and Applied Chemistry; Ghose 1987).

Resultados

Aislamiento e identificacion del hongo
filamentoso: El hongo filamentoso aislado fue
identificado preliminarmente como Aspergillus sp.
En Agar Czapek a 28%1 °C la colonia creci6 lenta
y discretamente. El haz presenté micelio blanco y
esporulacién amarillo ocre con textura vellosay el envés
color crema. Formé un borde amarillo claro estrecho.
Pigmento el sustrato muy ligeramente de color amarillo
claro. Se formaron abundantes esclerocios. En la
preparacion microscopica se observaron cabezuelas

Universitas Scientiarum Vol. 19 (3): 323-332

Fig. 2. Resultados de las pruebas de capacidad
detetiorante de Aspergillus sclerotiorum 120425-2_E01.
a. Celulolitica. De arriba hacia abajo con glucosa
(control), celulosa y papel de filtro; b. Proteolitica.
Izquierda en placa de Petri, derecha en tubos. c.
Amilolitica.
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conidiales radiales y en ocasiones erectas con pocas
columnas y de color amarillo octre, columnas lisas,
vesiculas globosas, cabezuelas biseriadas y conidios
globosos lisos.

A través de las técnicas moleculares empleadas,
la cepa fue identificada como Aspergillus sclerotiorum
(Hubber, 1933). La secuencia y otros datos de interés
se encuentran disponibles en el GenBank (accesion
KF924396). Posee un 98% de similitud con la referida
para _Aspergillus sclerotiornm cepa ATCC 16892.

Determinacion de la capacidad deteriorante de
la cepa fingica: La evaluacién de los resultados de
la capacidad celulolitica y la produccion de pigmentos
se realiz6 mediante inspeccion visual y se indicd
siguiendo criterio dado por Borrego y colaboradores
(2010): crecimiento abundante (75% del area o mas);
crecimiento moderado (50% del area); crecimiento
pobre (25% del area); crecimiento muy pobre (menos
del 25% del area).

El crecimiento con glucosa como fuente de carbono
fue abundante y pobre con celulosa cristalina y papel
de filtro (Figura 2a). Se visualizaron pigmentos sobre
el papel de filtro de color amarillo claro.

La capacidad proteolitica fue positiva (Figura 2b)
al igual que la amilolitica (Figura 2c). En el primer
caso se observan en la evaluacion en tubos, discos
de biomasa que crecieron superficialmente que se
sumergen en el medio de cultivo cuando son agitados
luego de enfriados, demostrando la licuefaccion de la
gelatina.

Cabe sefialar que de todos los empleados fue el
medio de cultivo MCbase con almidén (como fuente
de carbono) donde se observé mayor abundancia de
crecimiento fungico, sin embargo, este presentaba una
coloracion que tendia mas al color ocre que al amarillo,
mas parecida a la de las colonias fungicas a partir de las
que se aisl6 en el documento (Figura 3).

En cuatro de las réplicas el pH del medio de cultivo
descendi6 de 7,0 a 6,6 y en uno a 6,7, para un valor
medio de 6,62.

Determinacion de las actividades enzimaticas
celulasa total sobre papel de filtro (FPasa) y
B-endoglucanasa: Ia ecuaciéon que describe a la
curva estandar de glucosa utilizada en el ensayo de
determinaciéon de las actividades enzimaticas es:
y = 5,687x - 0,42547 y el coeficiente de correlacion

Fig. 3. Aspergillus sclerotiornm 120425-2_E01 creciendo con almidén como fuente de carbono.
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es: R2 = 0,9904. Todos los valores de concentracién
de glucosa determinados se encontraron dentro del
rango de la curva estandar de glucosa.

Se muestran las actividades enzimaticas obtenidas
durante el periodo de estudio (Figura 4).

Actividad enzimitica (U/mlL)

Aspergillus sclerotiorum fue descrito por Hubber en
1933. Los datos de distribucion muestran que esta
especieaparece preferentemente en zonas subtropicales
y tropicales (Domsch et al. 2007). Solamente
se encontr6 una referencia a la determinaciéon de

0015 |
® Fpasa
® g-endoglucanasa
0 - T T T T !
7 10 14 17 21
dias

Fig. 4. Actividades enzimaticas (FPasa) y B-endoglucanasa de Aspergillus sclerotiorum 120425-2_EQ.

Discusion

Aislamiento e identificacion del hongo
filamentoso: El hecho que haya cambio de coloracion
del soporte y se extienda a areas alejadas de las colonias
fungicas y se repita el patron en los cuadernillos
siguientes de forma muy similar; hace pensar que no
esta asociado al crecimiento fungico. Aparentemente
esta zona del documento estuvo en contacto con agua,
provocando el cambio de color del papel y favoreciendo
el desarrollo del hongo (Figura 1).

El medio de cultivo empleado en la caracterizacion
cultural es el recomendado porla APHA (por las siglas
en inglés American Public Health Association) para el
cultivo de Aspergillus spp. (Eaton et al. 1998). Tanto
las caracterfsticas culturales como las microscopicas
corresponden con lo planteado por Raper & Fenell
(1965) para esta especie.

Universitas Scientiarum Vol. 19 (3): 323-332

A. sclerotiornm en foxing presente en un documento
en soporte de papel empleando la técnica FTIR (por
las siglas en inglés de Fourier Transform Infrared
Spectroscopy) y fluorescencia bajo luz UV (Zotti et
al. 2011).

Esta especie se ha encontrado causando
onicomicosis y otomicosis (Singh & Barde 1983,
Garcia-Martos et al. 2001, Harima et al. 2004). Produce
ocratoxina A en animales de laboratorio y domésticos.
Esta micotoxina es nefrotoxica, carcinogénica,
teratogénica, imunotoxica, y hepatotoxica. Ademas
es un posible agente causal de nefropatias y tumores
a nivel urotelial en humanos (Cuciureanu 2008).
También es capaz de producir otras micotoxinas, tales
como acidos penicilicos y xanthomegninas (Frisvad
et al. 2004). Teniendo en cuenta el peligro potencial
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para la salud humana de la cepa fungica presente en el
documento referido, es peligrosa la manipulacién de
este por parte del archivista y los clientes del archivo.

Determinaciéon de la capacidad deteriorante de
la cepa fangica: A. sclerotiornm fue capaz de crecer,
aunque pobremente, a expensas de la celulosa cristalina
(de dificil asimilacion) y del papel de filtro como unica
fuente de carbono (celulosa amorfa, de mas facil
asimilacion), lo que indica que present6 capacidad
celulolitica discreta. Si bien, sobre agar Czapek y en
el papel de filtro usado en la evaluacion cualitativa de
la capacidad celulolitica se observé la produccion de
pigmentos de color amarillo claro, en el documento no
se produjeron o no se pueden percibir por observacion
visual, dado el oscurecimiento del papel.

Domsch (2007) plantea que A. sclerotiorum crece
mejor a partit de almidén, dextrina, glucégeno o
fructosa que de glucosa como fuente de carbono.
Esto explica el elevado crecimiento fingico en las
placas con almidén como unica fuente de carbono.
No obstante el crecimiento con glucosa fue también
abundante. Sin embargo con sacarosa (agar Czapek)
fue discreto. Por otro lado, el aislado produjo acidos
pero en poca medida.

La producciéon de celulasas, amilasas, proteasas,
oxidasas y 4acidos citrico, lactico y fumarico por
aislados del género Aspergillus, provocan manchas
miceliares de diferentes colores, degradacion y
acidificacion del soporte (Capitelli & Sorlini 2010).
Las celulasas degradan el sustrato mas eficientemente
en condiciones acidas, dando a los microorganismos
un nivel de especializaciéon en la degradacion de
complejos celuldsicos (Villalba et al. 2004).

Los resultados antes obtenidos demuestran que
la cepa fungica que se estudia tiene capacidad para
deteriorar el papel. Se debieran hacer estudios que
demuestren la actividad deteriorante de esta sobre el

papel.

Determinaciéon de las actividades enzimaticas
celulasa total sobre papel de filtro (FPasa) y
B-endoglucanasa: Teniendo en cuenta la capacidad
celulolitica obtenida y la lenta formacion de biomasa
durante la preparacion del indculo para la fermentacion
se decidi6 realizarla por 21 dias. La actividad
enzimatica celulasa total en papel de filtro (FPasa) y
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B-endoglucanasa aumentaron de modo general desde
las mediciones del séptimo dia de incubacién al 17.
Luego en la del dia 21, se observé un descenso en
ambas actividades, fundamentalmente en la segunda.
La mayor actividad FPasa fue de 0,031 U mL" a los
17 dias de incubacion. La actividad -endoglucanasa
maxima medida de 0,02 U mL™" se obtuvo a los 14 dias
y se mantuvo a los 17 dias, seguido de una reduccion.
Ambas actividades enzimaticas pudieron haber
alcanzado valores superiores, aunque pensamos que
no demasiado, entre los dias 14 y 17 de incubacion,
por lo que pudiera repetirse este estudio tomando
muestras en este intervalo.

Gomes (2007) evalu6 la actividad celulasa de 4.
sclerotiornm obtenido del sedimento de un manglar.
La determinaciéon se hizo por el mismo método
empleado en la presente investigacion, luego de una
fermentacién en agitacion por 72 horas a 30 °C, y
resulté ser nula. Este resultado no contradice los
obtenidos por nuestro grupo de trabajo, pues a los
siete dias de incubacién en que se realizé la primera
determinacién los valores fueron bajos.

Esta descrito en la literatura cientifica que A.
sclerotiorum produce un sistema enzimatico completo
de celulasas capaces de degradar parcial o totalmente la
celulosa en celobiosa y glucosa (Chacon & Waliszewski
2005).

Enlaliteratura cientifica consultada sobre capacidad
biodeteriorante de cepas fungicas en soportes de valor
patrimonial no aparecié la evaluacion cuantitativa
de la actividad celulasa. Estas determinaciones son
frecuentes en estudios sobre la utilizacion de hongos
para la degradacion de residuos lignocelulésicos con
fines industriales; en las que se estudia comunmente
el efecto de la adicion de inductores. Entre estos, se
encuentran los realizados por Villena et al. (2001),
quienes compararon la actividad FPasa en cultivos
superficiales y sumergidos, obteniendo mayores valores
en el primer tipo. Lo anterior pudiera explicarse por
la menor disponibilidad de oxigeno y crecimiento de
biomasa bajo la segunda condicion, que correspondio
con el sistema de fermentacién empleado enla presente
investigacion, ya que el incremento de la actividad
metabdlica esta relacionado con la densidad celular. Se
ha comprobado que la produccion de celulasas cuando
el hongo se encuentra creciendo sobre un soporte es
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mayor que cuando se encuentran en un cultivo libre.
La adsorcion de los microorganismos a supetficies
genera una respuesta fisiologica distinta reflejada en
el aumento de la produccion de celulasas (Villena et
al. 2001). Serfa recomendable investigar las actividades
enzimaticas evaluadas en un sistema superficial de
fermentacion.

Por otro lado, el aislado de A. selerotiorum evaluado
en la investigacion que se presenta se obtuvo a partir
de un discreto crecimiento micelial sobre papel, lo
cual se corresponde con los bajos valores de actividad
enzimatica obtenida y su expresion relativamente
tardia. Ademas, ya se refirié la preferencia por otras
fuente de carbono de esta especie, por lo que pudiera
ser que tome tiempo activar la sintesis y expresion de
las enzimas celuloliticas.

Conclusion

Aspergillus sclerotiornm fue aislado a partir de un area de
enmohecido en un libro antiguo. Aunque su capacidad
deteriorante es discreta, resulta arriesgado para la
conservacion del documento y potencialmente peligroso
para la salud de las personas que lo consulten y el archivista.
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Aspergillus sclerotiorum: riesgo para la herencia cultural y

la salud

Resumen. A partir de una mancha de enmohecido de un libro
del Archivo “Coronado” con valor patrimonial, se obtuvo
una cepa fungica mediante aislamiento en medio de cultivo
micologico. La cepa fué Aspergillus sclerotiornm y se identifico
por secuenciacion de ADN ribosomal. Se evalué y confirmé
su capacidad detetiorante sobre el papel, al determinar
cualitativamente las actividades enzimaticas celulolitica,
proteolitica y amilolitica, asf como la produccion de pigmentos
y 4cidos. Se evaluaron cuantitativamente sus actividades
enzimaticas celulasa total sobre papel de filtro (FPasa) y
B-endoglucanasa, FPasa y B-endoglucanasa; confirmando
actividades bajas. Aunque su capacidad deteriorante es discreta,
resulta ser amenza para la conservaciéon del documento y
potencialmente peligroso para la salud de las personas que
consultan y archivan.
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Aspergillus sclerotiorum: risco para a heranga cultural e
para a saide

Resumo. A partit de uma mancha de bolor de um livro
do Arquivo “Coronado” com valor pattimonial, obteve-se
uma cepa fungica mediante isolamento em meio de cultura
micologica. A cepa foi Aspergillus sclerotiornm e identificou-
se por sequenciagio de ADN ribossomal. Avaliou-se e
confirmou-se a sua capacidade deteriorantesobre o papel,
a0 determinar qualitativamente as atividades enzimaticas
celuldsica, proteolitica e amiolitica, assim como a producao
de epigmentos e acidos. Avaliaram-se quantitativamente as
suas atividades enzimaticas celulase toral sobre o papel de
filtro (FPasa) e B-endoglucanasa, FPasa e B-endoglucanasa;
confirmando atividades baixas. Apesar da sua capacidade
deteriorante ser discreta, resulta ser ameacante para a
conservacao do documento e potencialmente perigoso para a
saude das pessoas que consultam e arquivam.

Palavras-chave: Aspergillus sclerotiorunz; celulolitica; proteolitica;
amilolitica; acidos; patrimoénio documental.
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