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RESUMEN: Aspergillus niger es importante en
procesos biotecnolégicos como en la produccién
de &cidos y enzimas. Ha sido considerado

como seguro, (GRAS) por la FDA lo que permite
su aplicacion en la industria de alimentos. El
objetivo del trabajo fue estudiar la velocidad de
crecimiento radial de 4 aislados de Aspergillus
niger en medios soélidos a base de maiz (MA),
soja (SA) y mezcla de frutas con vegetales (V,A),
con intencion de disponer de medios de cultivo
econdmicos para propagar los conidios y reducir
costos en los procesos biotecnoldgicos. Para
ello, se sembraron suspensiones de conidios

en la superficie de los medios. Se midieron

los radios de las colonias durante 7 dias y se
modelaron con la ecuaciéon de Baranyi y Roberts,
utilizando el software DMFiT.

En la mayorfa de los casos los aislados no
presentaron periodo lag y cuando existié, no
super6 las 12 horas. Las mayores velocidades
de crecimiento se obtuvieron en SA (u

max

7.49 mm dia ', promedio de 4 aislados). En 7
dias se llego a la fase estacionaria con méaxima
conidiacion. Se compararon los resultados con
los obtenidos en MEA mostrando diferencias
significativas. SA se podria elegir como medio
econdmico y de facil preparacion para la
produccion de conidios. PALABRAS CLAVE:
Aspergillus niger, medios econémicos, micologia
predictiva, crecimiento radial.

SUMMARY: Selection of economic substrates
for the production of conidia of Aspergillus niger
at industrial level

Aspergillus niger is important in biotechnologi-
cal processes such as production of acids and
enzymes. It has been regarded as safe (GRAS)
by FDA, which allows its implementation in the
food industry. The objective of this work was to
study the radial growth rate of 4 isolates of Asper-
gillus niger on solid media based on corn (MA),
soybean (SA) and mixed fruit with vegetables
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(VgA), with the intention of having economic cul-
ture media to obtain great amounts of conidia
and reduce costs in biotechnological processes.
For this purpose, conidia were seeded on the sur-
face of the media. We measured the radium of the
colonies for 7 days and modelled them with the
equation of Baranyi and Roberts, using the DMFIT
software. In most cases, the isolates showed no
lag period and when it existed, it did not exceed
12 hours. The highest growth rates was obtained

in SA (u
lates). In 7 days, the stationary phase with maxi-

= 7-49 mm day 7', average of 4 iso-
mum conidiation was reached. The results were
compared with those obtained in MEA show-
ing significant differences. SA could be chosen
as a cheap and easy-to-prepare medium for the
production of conidia. KEYWORDS: Aspergillus
niger, economic substrates, predictive mycology,
radial growth.

Introduccion

Aspergillus niger es un moho filamentoso
ascomycete de distribucion ubicua impor-
tante en procesos biotecnolégicos como
produccion industrial de acido citrico, oxa-
lico y acido glucénico, ingredientes alimen-
tarios, farmacéuticos y en la industria de
enzimas extracelulares con un alto nivel de
produccion lo que posibilita su utilizacion a
gran escala (1, 2, 3). Ha sido considerado
como seguro, GRAS (Generally Recogni-
sed As Safe) (by the United States Food
and Drug Administration) lo que permite
su aplicacion en la industria de alimentos
tanto para el hombre como para animales
(4, 5). Como secreta grandes cantidades
y variedades de enzimas, es seleccionado
para su produccion en estado solido y en
cultivo sumergido (6, 7). Es utilizado para
la obtencién de glucoamilasa, utilizada en
la produccién de jarabe de maiz de alto
contenido en fructosa; de pectinasa utili-
zada en la clarificacién de vino y sidra, de
a-galactosidasa que es una enzima que
descompone ciertos azlcares complejos
(8,9,10, 11,12, 13, 14).

La industria alimentaria genera una gran
cantidad de residuos soélidos organicos e

inorganicos, de caracteristicas contaminan-
tes que podrian servir de sustratos para el
desarrollo de este moho y posterior obten-
cién de importantes productos. En medios
solidos se puede valorar el crecimiento fun-
gico midiendo la velocidad de crecimiento
de las hifas expresado como velocidad de
crecimiento radial de la colonia (mm dia).
Los resultados de estas mediciones se pue-
den tratar con modelos matematicos apor-
tados por la micologia predictiva, que es
una subdisciplina de la microbiologia de ali-
mentos que combina el conocimiento micro-
biano y matematico para desarrollar mode-
los matematicos que describen la evolucion
de una poblacién microbiana en determina-
das condiciones ambientales (15, 16, 17, 18,
19, 20, 21, 22, 283, 24, 25).

Con intencién de disponer de medios
de cultivo econdmicos para reducir costos
en los procesos biotecnoldgicos, se formu-
laron medios soélidos a base de cereales,
oleaginosas y frutas para evaluar cual de
ellos resultarfa aconsejable para la propa-
gacién de conidios por la velocidad de cre-
cimiento obtenida en cada uno.
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Materiales y Métodos

Cepas utilizadas

Se utilizaron 4 aislados de Aspergillus
niger productores de &cido citrico pertene-
cientes al cepario micoldgico del Laborato-
rio de Microbiologia de la Facultad de Inge-
nieria Quimica Universidad Nacional del
Litoral (LMFIQ).

Los aislados conservados en crioviales
con 0.2% agar-agua (p v') en heladera se
reactivaron en agar extracto de malta (MEA)
y se incubaron a 25°C durante 10 dias.
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Medios de cultivo

Los medios elegidos para realizar el estu-
dio fueron formulados a base granos de
maiz (MA), porotos de soja (SA) y mezcla
de vegetales y frutas (V,A), y se compararon
con un medio tradicional como el MEA. Su
composicion y su formulacion se muestran
enlatabla 1.

Tabla 1. Formulacion y composicién de los medios de cultivo

Medio Concen- Actividad , - Hidratos Referencias
» < Proteinas  Lipidos L.
de Formulacién tracion Acuosa a Lt Lt de carbono bibliogra-
cultivo gL? 25°C** 9 9 gL? ficas
Malta 20
Agar 15 0,981 3,20 0,40 34,40 (26)
MEA Glucosa 20
Peptona 1
Granos 60
MA de maiz 0,982 25,80 21,60 13,20 27)
Agar 15
Porotos 60
SA de soja
0,983 5,40 2,28 42,60 ()
Agar 15
Jugo de
vegetales 175%** 0,986 1,03 Nd* 515 (28)
VA V,
CaCo, 3
Agar 15

* Esterilizado durante 15 minutos a 121°C.

* * Equipo Aqualab CX 2T Decagon Devices Inc. Pullman Washington 99163 USA.

*** mL del jugo comercial

**** Preparado de forma similar a MA
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Preparacion del inéculo

Se tomaron los conidios por raspado
de la superficie de medio MEA y se resus-
pendieron en solucién salina (NaCl, 8,5 gL'
en agua) con Tween 80 (0,1% v v') hasta
alcanzar una concentracion de 107-108 coni-
dios mL".

Curva de crecimiento

Se inocularon 5 placas de Petri para cada
medio de cultivo y para cada aislado con 2
uL de la suspension anterior en el centro de

y() =y0 + #maxt +
Hmax

Donde: y(t) es el radio (mm), t tiempo (d),
y,radio de la colonia al tiempo t = 0 (mm),
.. radio maximo de la colonia (mm d-'),
m,v parametros de curvatura para carac-
terizar la transicion de la fase exponencial;
h, parametro adimensional que cuantifica el
estado fisiolégico inicial de las células, y
radio méaximo de la colonia.

max

Analisis estadistico

Se realizé la validacion interna del mod-
elo, para lo cual se calcularon el coeficiente
de correlacion (r?), el factor Sesgo (Bias)
y el factor de Precision (FP) (31, 32, 33 y
34). Para comparar la velocidad maxima de

cada placa que contenfa 15 mL de medio
ya solidificado. Se incubd a 25 °C durante
7 dias. El radio de la colonia se obtuvo real-
izando en cada uno 5 mediciones (mm)
cada 24 horas durante 7 dias.

La velocidad de crecimiento se obtuvo a
partir de los radios (y, mm) medidos a difer-
entes tiempos (t, dias), modelandolos con
la ecuacién de Baranyi y Roberts, utilizando
el software DMFIT (DM: Dynamic Modelling
2.1) (29, 30).

vt ho 7v-t7h0)
Mt + In(e +e'0—e

H _
In(e_‘/'t +eh0 —e_V't_hOJ—iIn 1+ e ™ !
m

em(ymax 7)/0)

crecimiento de los mohos en los distintos
medios se utilizd el Test de Kruskal + Wal-
lis (35).

Resultados y discusion

La tabla 2 muestra los resultados obte-
nidos al construir las curvas de crecimiento
de los mohos en los medios elegidos con el
programa Dmfit. Para estimar los parame-
tros de la ecuacion de Baranyi se utilizaron
mediciones de radio (mm) para cada
muestra. Se muestran la velocidad de cre-
cimiento especifica (u ), el didmetro inicial
de la colonia (y,) y el diametro final (y,_ ), el
periodo lag, el r?y los factores Bias y FP
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Tabla 2. Parametros de crecimiento y validacion
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Medio Moho N°de u Lag Yo Yend r? Validacion
de datos (mmdia) (dias) (mm) (mm) interna
cultivo
Bias FP
Al 100 5,30 0,00 6,15 31,65 0,9744  0,9789 1,0882
Agar A2 100 519 0,00 5,80 31,66 0,9854  0,9818 1,0755
Maiz A3 100 5,32 0,00 4,85 30,31 09714  0,9587 1,1190
A4 100 4,15 0,00 4,73 19,39 0,9769  0,9940 1,0606
Agar Al 100 7,46 0,12 3,94 46,20 0,9990  0,9995 1,0171
Soja A2 100 7,96 0,34 4,72 39,60 0,9967  0,9993 1,0325
A3 100 7,28 0,10 4,51 40,47 0,9995  0,9991 1,0258
A4 75
7,53 0,00 4,76 39,91 0,9707  0,9245 1,1758
Al 100 6,45 0,00 3,86 38,98 0,9833  0,9591 1,1035
A A2 100 578 0,00 3,54 39,48 0,9872  0,9966 1,0419
gar
v A3 100 6,30 0,00 3,58 45,33 0,9941 0,9841 1,0454
8
A 1,0269
100 8,42 0,51 3,19 38,85 0,9975  0,9996
Al 150 3,51 0,00 5,05 28,57 0,9822 0,981 1,0820
A2 125 4,86 0,00 5,87 27,41 0,9327  0,9431 1,2024
A3 90 12,73 0,33 3,27 37,28 0,9915  0,9978 1,0555
MEA 1,1053
A4 162 5,84 0,00 579 35,15 0,9402  0,9878

En MA ningun aislado muestra fase lag.
En SA el aislado 5 es el Unico que no pre-
senté fase lag; los demés aislados tienen
fases de latencia que varian entre 2,4 a 8
horas. En V,A el comportamiento es dife-
rente ya que el aislado 5 es el Unico que
necesita adaptarse al medio (fase lag de 12
hs). En el medio de referencia (MEA) sélo
muestra fase lag el aislado A3.

Los promedios de y _ , para todos los
mohos en VA y SA son 40,7 mm y 41,5
mm, respectivamente. En MEA el valor pro-
medio es de 32 mm superior al alcanzado
en MA, que es 28,25 mm.

Como se muestra en la Tabla 2 los valo-
res de BIAS son < 1y = a 0,5, lo que per-
miten considerar como aceptable al modelo
propuesto. FP menores a 1,10 indican des-
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viaciones menores al 10% entre los valores
predichos y los observados. Solo A4 en SA
y A2 en MEA superan dicho valor.

En las Figuras 1, 2, 3 y 4 se pueden
observar las curvas de crecimiento de cada
aislado en los diferentes medios.

Figura 1. Curvas de crecimiento radial del Aislado
1 de A. niger en los distintos medios de cultivo
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Figura 3. Curvas de crecimiento radial del Aislado
3 de A. niger en los distintos medios de cultivo
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Idem, figura 1

Para comparar las velocidades de creci-
miento en los distintos medios y de los dis-
tintos aislados se utilizo el test de Kruskal-
Wallis que compara las medianas de los
valores ya que los datos no tenfan distribu-
cién normal.

Figura 2: Curvas de crecimiento radial del Aislado
2 de A. niger en los distintos medios de cultivo
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Idem, figura 1

Figura 4. Curvas de crecimiento radial del Aislado
4 de A. niger en los distintos medios de cultivo
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Si comparamos las medianas de las
velocidades de todos los aislados en cada
medio estudiado, observamos que el Unico
medio en el cual las velocidades de creci-
miento de los aislados no tienen diferencias
significativas es SA (p = 0,074). En medio
MEA, que es el medio usado de rutina para
la identificacion de mohos y que en este tra-
bajo se emplea como medio de referencia,
las velocidades de crecimiento de los aisla-
dos analizados son significativamente dife-
rentes (p = 0,004). Se distinguen 3 grupos:
aislado 1, aislado 2y 5 y aislado 3.

En MA se observd que habia diferencias
significativas en las medias de las velocida-
des (p = 0,043) de los diferentes aislados
distinguiéndose 2 grupos: aislado 1, 2y 4
separados del aislado 5. En VA se observo
que habia diferencias significativas en las
medias de las velocidades (p = 0,004) de
los diferentes aislados distinguiéndose 2
grupos: aislado 1, 2 y 4 separados del ais-
lado 5. Si comparamos las medianas de las
velocidades de cada aislado en todos los
medios se observa que el aislado 1, 3y 5
tienen comportamiento diferentes en todos
los medios estudiados (p = 0,0011; p =
0,0007 y p = 0,008 respectivamente). Para
el aislado 2 también existen diferencias sig-
nificativas en los distintos medios (p = 0,01)
pero se distinguen 2 grupos: medio MEA,
MA'y V,A se comportan de forma similar
separandose de SA.
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Se puede notar que SA y VA son los
medios en los cuales todos los aislados
crecen mas rapidamente con una buena
produccion de conidios, U .., = 7-49
mm dia ' para SAyU .4, = 6.73 mm dia "
para VA, alcanzando los valores mas altos
de yend 41.54 mm y 40.7 mm. Wang y col.
(7) reportaron que el mayor contenido de
proteinas de la harina de soja contribufa a
una mayor produccién de xilanasa. En este
estudio se encuentra que dicho nutriente
no se puede considerar excluyente ya
que tanto en SA (rico en proteinas), como
V,A (pobre en proteinas) todos los aisla-
dos ensayados crecieron favorablemente.
Estos sustratos serian una buena opcién
para su aplicaciéon en procesos industria-
les como produccion de enzimas y acidos
organicos. Los procesos fermentativos uti-
lizando medios soélidos presentan ventajas
frente a los medios liquidos como: simpli-
cidad, alta productividad y productos con-
centrados (8, 9, 10, 11, 13, 14).

Conclusién

SA se puede elegir como medio econé-
mico y de facil preparacién para la produc-
cién de conidios de A. niger que podrian
ser utilizados en procesos biotecnolégi-
cos. Con la ayuda de la micologfa predictiva
podriamos estimar el momento éptimo para
realizar la cosecha de conidios.

bién a la Dra. Maria de la luz Zapata de Basilico,
Directora del proyecto: Control de mohos pig-
mentados en plantas de alimentos.
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