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Introduccion. El empleo excesivo de fungicidas quimicos
para controlar el desarrollo de hongos en alimentos ha dado
como resultado la necesidad de buscar métodos naturales
aternativos para prolongar la vida de anaquel de los

alimentos. El quitosano es un biopolimero biodegradable y
no toxico, considerado como un conservador potencial
natural de alimentos. Tomando en cuenta que las enzimas
fungicas degradadoras de pared celular son capaces de

controlar el desarrollo de hongos,' la combinacién de
quitosano y enzimas puede actuar efectivamente sobre el

crecimiento de patdgenos en alimentos. El objetivo de este
trabajo fue evaluar € efecto combinado de enzimas de
hongosy quitosanos con diferentes pesos molecul ares sobre
la germinacion de esporas de Aspergillus niger.

M etodologia. Matraces con medio de cultivo liquido Czapeck fueron
adicionados con 3.5 g/L de quitosanos de diferentes pesos moleculares y
grados de desacetilacion (400 kDay 85%; 255 kDay 99%; 160 kDay
>099%). Cada matraz fue adicionado con 20% de extracto enzimético de
Verticillium lecanii? e inoculados con 1x10° esporas/mL de A niger. Diez
mL de cada medio de cultivo fueron colocados en placas petri con

cubreobjetos e incubados durante 18 horas a 30°C. Lasesporasgerminedes
adheridas a cubreobjetos fueron fijadas en solucion de
formal dehido/buffer de fosfatos 50 mM/triton X-100. Lasmuestrasfijedes
fueron colocadas sobre portaobjetos y se procedi6 a contar el nimero de
esporas germinadas y/o polarizadas. Una espora se considerd germinada
cuando lalongitud del tibulo germina fueigual o mayor a didmetro de la
hifa; asimismo se consider6 polarizada a momento de perder la

esfericidad y adoptar forma de pera (Figura 1). El efecto sinérgico de
quitosano y enzimas sobre la germinacion se determind por laférmulade
Limpel: Ee=[X+Y-(XY)]/100, en donde Ee es €l efecto aditivo esperado
delosfactores, y X y Y son los porcentajes de inhibicion de cada factor

por separado. La existencia de sinergismo se consider6 cuando los

porcentajes de inhibicion de los tratamientos con quitosano y enzimas

fueron mayores a Ee.* Los didmetros de las esporas y de las hifas se
obtuvieron por procesamiento de iméagenes.® El nimero de divisiones
mitdticas se realiz6 por microscopiade fluorescencia, mediante e conteo
de nucleos (Hoechst 33258).*
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Resultados y discusion. La adicion de quitosano retardd
significativamente (P<0.05) la germinacion de esporas con

respecto a control (Tabla 1). En presencia del biopolimero,
A. niger presentd un porcentaje de esporas germinadas <60%
alas 18 h, cuando los controles habian alcanzado e 100%.
En medio con quitosano de 400 kDa, la germinacién inicié a
las 8 h, mientras que en medio afiadido con los biopolimeros
de bagjo peso molecular (160 y 255 kDa), las esporas
germinaron alas 12 h.

Tabla 1. Porcentaje de esporas germinadas y polarizadas de
Aspergillus niger en medio Czapeck, a las 18 h después de la

inoculacion.
Quitosano Extracto % esporas | % Inhibicion| % esporas
(kDa) enziméatico germinadas* dela polarizadas*
(U/mg proteina) germinacion

Control 0 98.3+0.03' 0 6.5+0.05"
70 85.8+0.33° | 12.7+3.31 3.8+0.08%
400 0 15.3+0.13% 845+1.27 | 36.8+0.23™
70 35.3+0.38" | 64.1+3.82 | 29.5+0.15°
255 0 53.8+0.23" | 45.3+2.29 | 35.5+0.10™
70 43.8+0.08" | 55.5+0.76 | 36.0+0.20™

160 0 59.5+0.15" | 39.4+153 | 38.5+0.05°
70 49.8+0.08% | 49.4+0.76 38.8+0.28°

*Estos resultados son el promedio de dos experimentos independientes con un total de
400 observaciones + €l error estandar delamedia.
Valores con letras diferentes indican grupos estadisticamente diferentes a P<0.05.

La adicion de quitosanos con diferentes pesos moleculares
inhibi6 la germinacion de esporas, ya sea solo o0 en
combinacion con el extracto enzimatico, siendo el quitosano
de 400 kDa € que presentd el mayor porcentaje de
inhibicién. En cuanto al porcentaje de esporas polarizadas,
este fue incrementado de manera significativa (P<0.05) en
presencia del quitosano comparando con los controles con y
sin extracto. La adiciébn del extracto enzimdtico no
incrementd sinergisticamente el efecto inhibitorio del
quitosano sobre la germinacion de esporas. Sin embargo
increment6 significativamente (P<0.05) el diametro de las
esporas e hifas con respecto a control, observandose mayor
deformacion e hinchamiento. Por otro lado se observo que la
presencia de enzimas disminuyé e numero de nicleos

(divisiones mitéticas) a pesar del mayor porcentaje de

esporas polarizadas, comparando con el control y los

tratamientos con quitosano.
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