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Introduccion. El quitosano es un biopolimero natural, biodegradable y no téxico, cuyo empleo
como agente antimicrobiano en alimentos ha sido aprobado por la FDA.! En un trabajo previo se ha
reportado que este biopolimero aumenta el didmetro de las hifas distorsionandolas y ocasionando
ruptura; asimismo se determind que el principal efecto inhibitorio era detectado durante las etapas
iniciales de crecimiento”. El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto del quitosano sobre la
germinacion de esporas Aspergillus niger, a diferentes temperaturas de incubacion.

Metodologia. Placas con medio de cultivo Czapeck afiadido con 1.6, 3 y 5 g/L de quitosano fueron
inoculadas con una suspension de esporas de A. niger e incubadas a 30°C, realizandose muestreos a
diferentes intervalos de tiempo. El conteo de esporas germinadas se realizd mediante tincion
diferencial en un total de 200 esporas en diferentes campos del microscopio (40x), afadiendo una
solucién de o-toluidina / 4cido borico. La espora se considerd germinada una vez que la longitud del
tubulo germinal fue igual o mayor al didmetro de la espora. La concentracion del quitosano que
retardo el 50% de la germinacion de esporas (CQsp) fue estimada mediante analisis Probit,
utilizando el programa estadistico NCSS 2001 (NCSS Inc., USA). El valor de CQsy obtenido fue
usado en estudios posteriores de germinacion, variando la temperatura de incubacion (12, 18, 22, 25
y 37°C). Los datos experimentales fueron ajustados a la siguiente expresion logistica (ecuacion 1):
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en donde: S es el porcentaje de esporas germinadas en tiempo (t), Sy es el porcentaje inicial de
esporas germinadas, Sy, el nivel maximo de germinacion (t—) y k es la tasa de germinacion.

Ademas se supuso que los parametros, S;.x y k (ecuacion 2) fueron funciones de la temperatura, que
podrian ser diferentes segiin hubiese quitosano o no en el medio.
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Resultados y Discusion. El retardo de la germinacion de esporas fue directamente proporcional a la
concentracion de quitosano. La germinacion de esporas fue inhibida en un 40% a la temperatura
optima de crecimiento (30°C), después de 13 h de inoculacion. El valor estimado de CQsy indico
que a 30°C se requieren 3.5 g/L de quitosano para retardar la germinacion en un 50% de esporas de
A. niger. Bajas temperaturas presentaron un efecto sinérgico sobre la actividad fungistatica del
quitosano, tal como se muestra en la figura la, en donde el porcentaje de esporas germinadas es
disminuido a medida que se reduce la temperatura. En la figura 1b se observa que en el medio
adicionado con quitosano se observa una reduccion significativa de S..x que con el control
(P<0.05), el cual present6 una tendencia lineal con un valor alrededor del 100%; por el contrario, en
medio con quitosano se observo que el valor de S;,,x aumentd proporcionalmente a la temperatura
de incubacion. Con respecto al calculo de la energia de activacion (Ea) obtenida, se encontrdé que
cuando A. niger crece en presencia de quitosano, requiere mayor energia para germinar, obteniendo
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en promedio 35.6 y 36.6 kcal/mol para el hongo inoculado en medio control y medio con quitosano,
respectivamente (figura 1a).
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Figura la. Grafico de Arrhenius de la velocidad de germinacion, Ln & (h™), en funcién de (1/T), para la
germinacion de Aspergillus niger, control (e) o con 3.5 g/L de quitosano ([J). Las rectas no fueron
estadisticamente significativas (P>0.05). Figura 1b. Grafico de S,.x vs. T (K), para la germinacion de
Aspergillus niger, control () o con 3.5 g/L de quitosano (). El testigo sin quitosano no mostr6é variacion
significativa de S, con T. Para el tratamiento con el biopolimero, se observo una tendencia creciente.

Los modelos ajustados a la ecuacion 1 permiten predecir porcentaje maximo de germinacion de
esporas de la especie estudiada a una determinada temperatura, proporcionando informacion para
determinar la temperatura con la que se obtendrian reducciones en crecimiento de este
microorganismo.

Conclusiones. En este trabajo se demuestra que la adicion de quitosano puede inhibir la
germinacion de cultivos de Aspergillus niger. Se demostrd que el proceso de germinacion se puede
representar por una ecuacion polinomial, con velocidad, & (h™") y maximo nivel, Sy, La velocidad
sigui6 una curva de Arrhenius que no mostr6 diferencias significativas por la adicion de quitosano,
pero Sp.x si fue una funcion de la temperatura en presencia de quitosano (P<0.05), y permanecid
constante en el intervalo 12°C (285 K) < T < 37°C (310 K). Esto indica que la germinacion de A.
niger puede inhibirse a menos del 30% a 12°C en periodos (no mostrados) de hasta 240 h. Por lo
tanto, la combinaciéon de una refrigeracion moderada con un nivel de quitosano (3.5 g/L) puede
retardar en forma efectiva la germinacion de cultivos de mohos saprofitos, como A. niger. Se
sugiere que puede ser un método para aumentar la vida de anaquel de los alimentos, ofreciendo una
alternativa al uso de funguicidas sintéticos comerciales.
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