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aspergillum o aspersor

Resumen. HISTORICO

Pier Antonio Micheli nacid en Florencia, Italia,
en el ano 1697. Fue un destacado cientifico,
botanico y se le considera el padre de la
micologia. Dedicd su vida a la taxonomia y al
estudio de especies no conocidas de plantas,
hongos y liquenes. En 1729 publico el libro
Nova Plantarum Genera, donde describié 1900
plantas, entre las que se encontraban 900
hongos y liguenes. Aqui describié especies de
hongos como Botrytis, Mucor y Aspergillus, |as
cuales tienen importancia en patologia médica,
animal y vegetal hasta el dia de hoy. Murio el 1
de enero de 1737, en su natal Florencia, de una
enfermedad pulmonar cuya causa no esta bien
clara. El legado de Micheli sigue presente y
constituye un ejemplo para todos aquellos que
se dedican al dificil arte de la taxonomia en sus
distintas areas y en especial a la micologia. En el
caso de Aspergillus decidié darle ese nombre
debido a la semejanza morfoldgica con el

aspergillum.
Palabras clave: Micheli; taxonomia; Aspergillus
link


https://www.scielo.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0716-10182023000200169&lng=en&tlng=en#f1

Introduccion

En nuestro medio ambiente la
Salud es un valor agregado al
capital humano .

la semilla de Nacascol o

Nacqscolo, utlllzgda Sant Chalatenango
ampliamente en la alfareria y anta

curtido de pieles en la zona Ana

norte del pais. Cuscatlan

Esta semilla tiene una

particularidad inerte que

necesita la presencia de un Ahuachapan San
hongo del genero Aspergillus La Salvadar
sp, para que pueda tefiir junto Libertad

con las propiedades del barro Sonsonate e

tefiirse de color negro, las
vasijas y de curtir la piel del

ganado vacuno.
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” Semilla nacascol

Del arbol denominado NACASCOL cuyo nombre cientifico es
Caeselpinia coriaria, de la familia Caesalpnieaceae, del genero
Caesalpinia, planta leguminosa con tallo de de 3 a 11 metros de altura
con hojas en pares pinnas de 5 a 10 cm de largo. cada una con mas
de 10 foliolos de 4 a 8 mm de largo v 2 mm de ancho, &pice

redondeado. semillas de color café de aspecto negro .

Del analisis fitoquimico preliminar del arbol de
Caeselpinia coriaria contiene taninos, triterpenos,
glicosidos y flavonoides




~+ .. Generalidades del Aspergillus sp

descomposicion.

- Se reproducen a temperaturas
ltas. 1 0

inhaladas.

e EI alvéolo pulmonar es

« Patdgeno gportunista.

1 Milimetros = 1000 Micrometros
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- Hongo en naturaleza. vivienda tierra
ventilacion v agua y material organico en

 Las esporas se diseminan por el aire y son

 Las [ r mil nos. Ramses Il.
- Tamaiio esporas es 0,223.5 micras,

aproximadamente 0,2 a 0,5 mm de diametro
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.. Genero Aspergillus spp

« Especies: |
« A. fumigatus (85%), K * Clase
- A. flavus (5-10%), }b ——
* A. niger (2-3%), 3 ’ 1
« A terreus (2-3%), | el o Familia
- A. versicolor, »&m 1 |
« A. nidulans, Gé’;em
* Aglaucus, - Generg especie subsp o var Especie
* A. clavatus,
* A. ustus

Aspergillus niger subsp.uessalvadorensis

terium avium subsp. paratuberculosis
illus delbrueckii subsp. bulgaricus
tuberosum Var. Hualash

S. enterica subespecie enterica

occus aureus, también otras

ies como S. intermedius, S. hyicus y

i

ie Campylobacter jejuni comprende
species (C. jejuni subespecie jejuni y
ubespecie doylei)

Un género un género es un grupo que reldne a varias especies
emparentadas.

Una especie un género es un grupo que relne a varias especies
emparentadas, son similares en su forma y funcion .

Una subespecie es una categoria taxondmica que hace
referencia a cada uno de los grupos en los que se encuentra una
especie. Muy importantes las minimas variaciones o haber
sutiles diferencias morfoldgicas. Subgrupos taxondmicos dentro
de una especie, denominados subespecies.
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1. Hongo patdgeno oportunista.
ll0Sis | : i ) |




esultados

« | parte

« CARACTERIZACION FENOTIPICA.
Laboratorios:

1. LAB DEPTO MICROBIOLOGIA UES
2. CENSALUD
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Figura 2. Estructuras morfologicas en el género Aspergillus (como anamorfo) a considerar en las observaciones: cabezas
radiadas o columnares, celula pie, tipos de vesiculas, fialides meétulas, conidios. vy células de Hiille.




Aspergillus var

« Caracteristicas Macroscopicas:
colonia en Agar saboraud es de
color blanco luego cambia a verde
de aspecto radiado y después se
hace neqgro, el reverso es
pigmentado de color negro, altura
del micelio _bajo, aspecto de la
colonia es polvorienta de color

nearo.




; Aspergillus var Aspergillus niger

Five-day-old, black colony of .Asberziifus niger on

Szbouraud’s dextrose zgar. The colony showing typ:cal

“szlt and pepper appearance”, which results from

dzrkly pigmented conidia borme in large numbers on conidiophores

N

Fi4.
\ 25/3/0;
Aoyt

oy

gillus niger

il

Aspergillus
uessalvadorensis

The reverze of the colony appears vellow:zh to pale

Aspergillus uessalvadorensis Aspergillus niger

( Color, forma, conidiofol (septos,liso o0 rugoso)
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A
(1 * Caracteristicas Microscopicas: La cabeza de la conidia es negra, conidioforo ™
- liso/rugose-largo de 1 a 4 mm con conidias o _esporas internas moderadas de : -
e 1 a 3 micras, colomwmes lisas de una =
pared redonda, dispuesta en forma radial, _esti d delgada lisas y
pronunciadas, coloreadas de color café a negro, lisa sin septos, hay conidi

abundantes desprendiéndose de la cabeza, tiene una hilera de fialides.
. gleecsg/oraréggi;)o es una estructura globosa peridial simple, del esterigma es

orn

%Las conidias maduras de color café son esféricas con proyecciones en forma
4lle picos triangulares en toda la periferia, en forma de mazo o de raqueta sin

septos abundantes y las centrales son escasas formande espiculas en
\numero mayor de 10, la conidia tiene un aspecto esférigo estrellado con
lespiculas, que de los extremos emergen filamentos dispuestos en forma de
cadenas lineales que salen de las protuberancias, todg/la estructura forma
una goraza sdlida.

*Las ongiias/eyqpras inmadurai asexua/eﬁ son irrequlares de pared delgada " > £

n 8¢ a.de tamano grande, que luego se flenanjformando masas internds de ¢~ o
0, 0 \
. - A

V. )‘~ “

. & “Conidioforo

conidioforo es lar liso-rugosg con eSporas abundantes. Crece a
peratura am /entegfo-éSO - 3“70 o 8 p -

Crecimiento

' conidios
'

,‘- fistides
0 P

5 minutos

100 x /40 x
1-3 micras

15 minutos

conidiéforo

30 minutos

espiculas >10
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Figura 3. Cabezuelas de Aspergiflus niger.

Biseriadas con
métula y
fidlides de
color  marrén
oscuro que
cubren toda la
vesicula dando
la forma
radiada tipica

e

»
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Fotografia . Aspergilus niger var

Foto con tincidn: lactofenol azul algodon

A. niger : se tine
A. var : no setine

Uniseriadas sin
métula y con fidlides
de color marrén
oscuro que cubren
toda la vesicula no
dando la forma
radiadatipica




Aspergillus niger Aspergillus var uessalvadorensis

Microfotografias electronicas de barrido.

conidios

W =
\f

conidiéforo

Aspergillus niger 100 X

Aspergillus niger

Aspergillus var uessalvadorensis
.‘ » o ‘; x-.




Aspergillus niger Aspergillus niger var
esclerotes -

a . ¥ |
———

Aspergillus niger en cultivo Aspergillus niger var en cultivo

Espiculas

No tiene
espiculas

100 x Pared gruesa

100 x




Planta natural cactus

2BkU | K18, 888 1w BEEE 25 28 SEI

Conidias Aspergillus var /1-3 micras Hojas cactus familia Cactaceae / 10-15 cm
Microscopia electronica de barrido Planta fotografia

En su lucha contra las altas temperaturas
de hasta 60 °C. Las espinas también
brindan humedad y acumular agua.

Sobreviven a altas temperaturas hasta
o mas 57 2C. Las espiculas brindan
humedad?
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ariedad nueva

Efecto Rayos X







Conidias por Microfotografias
electronicas y a 100x




e
- A. INTRODUCCION, S g
]
e Los hongos son organismes eucariéti 'l Reino Fungi. Se reproducen {
- 3. Le Por esporas o Conidias, tienen estructy

Expli

Cia de las plantas, carecen de
adecuado para su desarro\\o‘
s de aspecto tubular lamadg
+ i yrma una estructura larga de
‘M». iara en hifa. Si durante el
‘I‘Kﬁ riddica y regular paredes
i, ““t*g L W ada por una cadena reqular
RE 2 LS d )
|\

glg('oﬁla. Si se deposita una espora en
ella B i
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ammacion de una oy
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) orificio denominado poro

Sk ta tabiques o septos se |le

‘,_ ~' 8¢ mentacién llamandoseles

R\ onjunto lo que se conoce
AL - sumergido el cual se
\“\ ivo €s responsable del
‘\ adyacente al sustrato:
2 del medio de cultivo,
De im/gonante, porque

Loy, - ;',,‘/I

\

-y e ford
; "adOs levaduras, s redondas ovoides o -
c: eq e!laga que 8‘3‘@?@“ “ ne m es

Proceso por medio de| cual, una célula madre o

F- . y
: L Skactaments igual
cuaies se separan. Algunas células hijas no'’

v entonces forman







CULTIVO

Aspergillus niger on PDA culture and slide.

HONGO 100 X

CONIDIA 100x ESPECIE

Aspergillus niger

Aspergillus niger var

NO SE TINEN CAN LACTOFENOL
AZUL ALGODON la nueva variante




conidioforo
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conidias

Aspergillus niger Aspergillus niger var uessalvadorensis
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Conidias microfotografias electrénicos y
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Aspergilus spp



Electron Microscopy: Aspergillus
fumigatus - Aspergillus and...

Visitar >

Electron Microscopy: Aspergillus
fumigatus - Aspergillus and...

Visitar >

Mould Aspergillus Versicolor
Photograph by Dennis Kunkel...

Visitar >

View of fungi Aspergillus flavus
under electronic microscopy |..

Visitar »

Green mould conidiophore
(Asperqgillus flavus), SEM - Stock...

Visitar >

Aspergillus fumigatus, conidia,
close-up SEM | Europeana

Visitar >




Aspergillus Fungus, Sem by Steve

Gschmeissner

Visitar >

Sequencing the Aspergillus
fumigatus genome - The Lancet...

Visitar >

SEM of conidia. (A) Aspergilius
felis ; (B, E, F) A. parafelis ; (C) A.....

Visitar >

Scanning slectron microscopy
images of Aspergilus tasmanicu

Vistar

Aspergillus nidulans hyphae and
saxudl spores, SEM - Stock Imag

Aspergillus fungus sem hi-res
stock photography and images -...

Visitar >




Aspergilus spp
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En Resumen

Caracteristica

Aspergillus niger

Aspergillus
uessalvadorensis

* placareverso
« Vesicula color
« Conidioforo

* septos

* Forma




ERESUMEN MACEDO Y MICROSPICOS DE HONGOS DEL GENERO ASPERGILLUS. 2009 {micrasz)

 NOMENCLA  COLOR CONIDIA COLOR. DIAND  CONIDIO — LONGITU | ANCHO FOFRALA ORENAMEN
TUEA EEVERSD ETFO  FORD o DONTON A CONIDLA TACTON
ESPELCIES CIOLO CONIDIA — meicras CONIDLA
DE KIA Alicras
ASPFRGIIL, ()
-!iﬁnwa Azpecto plano WEETD a-10 ﬁlgum A00, a5 1.96-2 Mazo, prominen | radial
especie algodonoso, color negro hifas sin botella o te
a Zris septos cactms.
niger Aspecto lanoso, Amarille- | 25-20 | 400-3000 lizo | 4-5 3-8 Elipsoide, TIEDSD radial
graoular color verde, incolara largo 1.5a 3 esferico
megra o color blanco mm )
amarillo hifas com Pared grueta
s
clavatus Azpecto fieltro ,verde Elanco a 21- Largo liso, 3-4.5 1515 Elipznide SMAVE En
azmlado MArTon. 24.5 hifas com columna
septos
gigantens Blanco a crema, olivo, cafe A5-42 | hifas con A.5-4.5 2.4-3 elipsoide SMaAVE En
verde septos columna
nidulans Aspecto aterciopelado, Purpuara 25-20 | Moy corto, 3-35 3-4 Eedonda uw rugosa radial
Blanco a crema, 03CUTA. Lz, hifas oval
~ amarillo, verde - C0m SEpT0s o o ~ .
flavus Azpecto polvorienta Aarron 42-4% | 500 variable, | 3.5-4.5 3545 Globaoza, Eogoso o radiada
aterciopelads, color rojizo o rugoso. hifas esferico granuloso
verde amarillo incolers ) C0m SEpT0s - o .
terrems Azpecto aterciopelado, Elanco 4.5~ | 250 corte 1.8-1.4 1.5-1% globosa SMAVE En
Blanco a crema, marron as biso. hifas columnas
amarillo, verde | com septos . _ o radial
versicolor Azpecto aterciopelado Amarille, | 10-15 | &0 Llargoe 11-2 3-35 Eedonda uw Tugose radial
Blanco a crema, cafe biso. hifas oval
amarillo, cafe ] Com SEpios
fumigatuas Aspecto velloso, polvese | Amarille, | 40-60 | 300 corto, 153 2-3.5 redonda TIEDSD radial
plans cafe Lz, hifas
Com SEpios
orizae Blanco a crema, Blanco il 25-4T ragoso | T-10 4-8 Orvoide, SHAVE Variable,
algodonoso amarills, Crema hifas com subzlobosa radial
megro, gris a beige amarilla. septos




FORMA VESICTL  LARGO AN LONGITUD ANCHO
FIALIDE AAPICAL VESICUL CH % STIFE STIFIE li‘w %
A (o] SIIFIE
[ ] YVES
fcu
LA
Ty
Nueva Una serie presente £1-66 £0- | eglobosa 100-300 2=2 irregular no
especie 15
BIEEr bizeriada Preiente 30-75 75. | Piriforme 1500-2000 1520 TUEOL0 No
80
clavatms | mmiseriado | Presente 200-250 40- | Clavade 1500-2000 20-30 smave no
60
gigastens | bizeriado Presente 100-600 30- 10000- Lo Do
180 200G
nidulanz bizeriado prezente 3-10 a- slobosa TO-150 25-5 Lizo no
10
flavas Una o dos presente 20- | globosa 400-300 25-45 Livo Do
TETLES 4=
terrens brzerado prezente 12- 100-Z50 456 Lzo oo
10
versicoler | biveriado presente 13- | Globosa, S00-T00 £-10 bizo no
14 subgloboza
fumizatus | woisriade | Presente 15- | rugosa - 300-500 = | rmgzosa no
30
orizase Unizeriade | presente Ei.'_ll- globosa 4000-2000 612 smave no

o bizeriado




Il parte

« CARACTERIZACION GENOTIPICA.

1. Microfotografias electronicas en CENSALUD a solicitud 2008
2. PCRY PARTE SECUENCIACION EN INSTITUTO BIOLOGIA MOLECULAR DE MEXICO.

3. PENDIENTE: PRIMERS ESPECIFICO

4. PENDIENTE: PAGO PENDIENTE POR SERVICIOS PROFESIONALES MILES $$55$




Revista La Universidad

la siguiente: «el problema es viral». Esto revela que desconocen que
los fendmenos alérgicos y respiratorios tienen otras causales.

Figura 1-4. Imagen obtenida con microfotografia electronica de ba-
rrido: vesicula y esporas del hongo (6,500 X). Cortesia de la doctora
\faney de Abrego (Tomada en CENSALUD, febrero de 2008)

En la Figura 1-4 se observa la imagen obtenida con microfoto-
grafia electronica de barrido: vesicula y esporas del hongo (6,500 x).
Puede notarse, segun reporte de CENSALUD, que es un «hongo fi-
lamentoso, donde sobresalen del micelio las cabezas conidiales, re-
dondeadas. Estas cabezas estdn compuestas por una vesicula rodea-
da por una corona de fialides en forma de botella, en cuyo extremo
se fijan las esporas, en este caso solo se aprecia uno no una cadene-
tax, el conidioforo no tiene septos y es liso, la vesicula es redonda de
donde emergen multiples de una a dos esporas en forma de mazo
0 cactus con espiculas dispersas, en el cultivo dan un pigmento al
reverso del tubo, las otras especies no. Fenotipicamente corresponde
a otra especie del género Aspergillus.

A partir de estudios genotipicos se identificd su pertenencia al
género Aspergillus, ya que presenta la siguiente secuenciacion de
ADN.

512

Revista La Universidad - N.° 3y 4, julio - diciembre de 2022




MEXICO: primeros reportes
Varias especies

-niger

-carbonarius

- desconocida? (subcultivo)

PCR en tiempo real x detectar y cuantificar las
secuencias especificas de acidos nucleicos.

numero de pares de bases

BANDAS

5 8 7 & & 10 11 12 13 14 15

PENDIENTE:
POR ELABORACION PRIMERS bp
especifico para la variante Y 330
IOMARCARDOR especifico ? & 220
— 180
EJ e 140 PCR
Secuencia M
— B0
S ATTGGAGGGCAAGTCTGGTG 3 — 60
5'CCGATCCCTAGTCGGCATAG &'
LC Red 640-5'TGGCGAACCAGGACTTTTACTTTG 3" 1=
Muestras 1-13 son varias repeticiones de dos muestras de los
el Aspergillus. Muestras 14 y 15 son Dioscoreasp y Frijol usadas
SULTADO + Presencia DNA + e como referencia

Gel de agarosa. Los productos de la PCR o amplicones estdn representados mediante bandas de un tamafio
especifico y se comparan con un marcador de peso molecular conocido para determinar |la especificidad de |la
reaccion. PB = nimero de pares de bases.

Los primers deben ser disefados especialmente para garantizar una alta especificidad y para que generen
amplicones de un tamafio que oscile entre 100-150 pb.




“Se utilizaron semillas de Nacascol (Caesalpinia coriaria) para aislar el hongo reportado
como enddgeno en las mismas. Se probaron dos tratamientos de desinfeccidn para las
semillas. Se sembré en tres medios de cultivos selectivos para hongos MEA (Medios Agar-
Malta), CYA (Medio Levadura-Agar) y Medio Saboraund, dos de ellos especificos para
Aspergillus. Posteriormente se realizé la siembra monospodrica para la caracterizacion de
cepas. Se proliferé el micelio para ser utilizado en la extraccion de ADN, para lo cual se
utilizaron tres métodos de extraccion de ADN (Vogel, 1956; Sagai-Maroof, 1984 y Denning
et al 1990). Posteriormente se aplicara la técnica PCR para el marcador molecular ITS
(Internal Transcript Sequence).”

Aislamienio de ADN
El método mas eficiente para extraer ADN del micelio del hongo fue el reportado por

Sagai-Maroof, (984) con el que se obtuvo ADN de alto peso molecular (Figura 2).

i 2 34 5 6 Ihlz Iz Iy IsI6

Fig.2. ADN gendmico obtenido en trece muestras de Aspergillus sp.




Conclusiones

* Se encontrd una variedad de especie de hongo en las
semillas de Caesalpinia coriaria el cual se
denomino con nombre binomial:

* Aspergillus niger var uessalvadorensis A.
Vasquez.(2006)

La variedad es un rango secundario entre subespecies y formasy
se utiliza para las poblaciones que difieren solo ligeramente de la

especie .

la variabilidad morfolégica del género Aspergillus, en la especie A sp. Existe
variabilidad en cuanto a la capacidad de produccion de aflatoxinas y en la
patogenieidad, estas caracteristicas h a n mostrado ser independientes.




Revista La Universidad

Caracterizacion  biolégica del hongo
Aspergillus sp y su impacto en lasalud

Antonio Vasquez Hidalgo

Esta investigacion tiene como objetivo caracterizar e identificar el
hongo encontrado en las semillas del arbol nacascol y su impacto en
la salud del medioambiente. El proceso estuvo conformado por tres
fases y tuvo como resultado la identificacion de un hongo del género
Aspergillus sp, que incide en las infecciones respiratorias agudas. Se
encontré una nueva especie de Aspergillus sp en El Salvador.

https://revistas.ues.edu.sv/index.php/launiversidad/article/view/2168

Introduccion

En nuestro medioambiente la salud es un valor agregado al capi-
tal humano. No solo es necesario identificar los riesgos ambientales,
sino también contribuir a resolver la problematica encontrada. Es
tarea de todos colaborar en la minimizacion del dafio al medioam-
biente.

En esta ocasion se investiga sobre una planta natural muy
conocida en nuestro medio: el arbol nacascol o nacascolo. Esta
semilla tiene una particularidad inerte, necesita la presencia de un
hongo  del género Aspergillus sp, para que, junto con las
propiedades del barro, se puedan tefiir de color negro las vasijas, 1o
que les otorga una particular belleza, quizés incluso un aspecto
colonial. Asimismo, se puede curtir la piel del ganado vacuno.

Sin embargo, se ha encontrado que en los cinco lotes de semillas
se alberga un hongo que infiere dafio a la salud luego de exposiciones
prolongadas y si la persona tiene las defensas inmunoldgicas bajas,
tal como se demuestra en muchos estudios del genero Aspergillus, y
ya sea por negligencia o desconocimiento, se ignora el «peligro» que
encierra la aspiracion de lasesporas.
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En muchas ocasiones las afecciones pulmonares se diagnostican
como Bronquitis Aguda o Asma Bronquial, cuando en realidad no
se debe descartar una Micosis Pulmonar, y el tratamiento deberia
conformarse por antimicdticos y no antibi6ticos. Asi también se re-
portan fenémenos alérgicos.

La investigacion estuvo compuesta por tres fases:

a) Primera fase: Recoleccion de las semillas de nacascol.

b) Segunda fase: Extraccidn y preparacion del tanino de
la semillay el hongo.

c) Tercera fase: Pruebas de laboratorio, que consistieron en
sembrar el inoculo del hongo presente en la semilla en
tubos de agar sabouroud y examinar la muestra pormicros-
copia simple y microscopia electrénica de barrido.

El descubrimiento

El &rbol conocido como nacascol tiene como nombre cientifico
Caeselpinia coriaria. Pertenece a la familia Caesalpnieaceae, del
género Caesalpinia. Es una planta leguminosa con tallo de 3 a 11
metros de altura, con hojas en pares pinnas de 5 a 10 cm de largo
(cada una con més de 10 foliolos de 4 a 8 mm de largo y 2 mm de
ancho, apice redondeado) y semillas de color café de aspecto negro.

En estas semillas crece un hongo parecido al Aspergillus niger,
considerado como patégeno oportunista para el ser humano; sin
embargo, su morfologia es diferente, sus esporas varian con el ante-
rior. En este caso estan dispuestas en forma de espiculas separadas
en toda la espora. Son mdultiples, coalescentes, unas pigmentadas y
otras claras, de diametro pequefio, y de color negro a café segun pig-
mentacion, no son planas ni rugosas como la de especie niger. Al
ser cultivadas en medio especial generan una coloracion negra con
produccién de pigmento en la region posterior del tubo antes de las
24 horas al agregar al medio agar saboroud mas sustancias oxidan-
tes. Segun el analisis fitoquimico preliminar del arbol de
Caeselpinia 508
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coriaria, contiene taninos, triterpenos, glicosidos y flavonoides. El
hongo se reproduce en las semillas del &rbol nacascol, luego se culti-
va in vitro para la produccion delcolorante.

Figura 1-1. Semilla de nacascol

El hongo encontrado en las semillas se describeasi:

Esterigmas. La cabeza de la_conidia es negra, conidioforo liso
largo de 1 a4 mm con conidias 0 esporas internas moderadas de 1 a
3 micras, coloreadas de color café anegro.

Caracteristicas macroscopicas: colonia en agar saboraud es de |
color blanco, luego cambia a verde de aspecto radiado y después se
hace negro, el reverso es amarillo 0 pigmentado de color negro se-
gun agente oxidante, altura del micelio bajo, aspecto de la colonia es
polvorienta de color negro. no forma esclerotes lo usual.

Caracteristicas Microscopicas: cabezas conidiales lisas de una '
pared redonda e irreqular, dispuesta en forma radial; estipes de pared
delgada lisas y pronunciadas, coloreadas de color café a negro; no se
observa vesicula o columella; hay conidias abundantes desprendién-
dose de la cabeza; tiene una hilera de fialides. El esporangio es una
estructura globosa peridial simple, del esterigma es de color negro.
Las conidias maduras de color café son esféricas con proyecciones
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en forma de picos triangulares en toda la periferia, abundantes; y las
centrales son escasas formando espiculas en numero mayor de diez.
La conidia tiene un aspecto esférico estrellado con espiculas, de los
extremos emergen filamentos dispuestos en forma de cadenas linea-
les que salen de las protuberancias. Toda la estructura forma una co-
raza solida. Las esporas inmaduras asexuales son esféricas de
pared delgada, incolora, de tamafio grande, que luego se llenan
formando masas internas de color café. El conioforo es largo, liso,
con esporas abundantes. Hay otras conidias que se diferencian de la
anterior porgue tienen una forma de nucleo al interior de tamafio
reqular a _grande color celeste gue adopta del colorante con borde
hialino de pared simple méas pequefias que las anteriores, sin
protuberancias de aspecto rugoso plano en nimero no mayor de
diez, no forman espiculas que corresponde al niger.

En general, la espora es de forma esférica e irreqular, aseptada,
ameropora, coloreada y oscura del tipo feospora, tamafio grande,
cuyo diametro es de 1 a 3 micras; las hifas no son septadas con mi-
celio continuo. Crece a temperatura ambiente 37 0C.

Figura 1-2. EsporasAspergillus  Figura 1-3. \esicula y esporangio
sp.40X del hongo
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En cultivo de agar saboraud de placa y tubo: se observan
colonias abundantes de color blanco a verde radiado gue cambia a
color negro, dispuestos en forma radial del centro hacia fuera, el
reverso es color amarillo_a pigmentado negro segin uso de
oxidantes.

En cuanto a esta variedad de Aspergillus encontrada, se
sugiere que, dada su caracterizacion morfoldgica, es otra especie y
ha sido encontrada en El Salvador. Esto se ha deducido ya que por
la clasificacion taxondémica internacional no corresponde a la
especie niger.  Entre sus diferencias importantes estan:
conidioforo no es liso, no tiene septos, da pigmento al reverso
anterior de los tubos, la espora es forma de cactus 0 mazo o de
botella con prominencias triangulares que tienen proyecciones en
formadifusa.

Se observa que, si la vasija se coloca, luego del quemado, en el
suelo donde estan tiradas las semillas de donde se extrajo el coloran-
te, es evidente que se vuelve a contaminar. El contacto de la vasija al
horno probablemente quema la espora, ya que la temperatura es de
un horno artesanal aproximadamente es de mas de 300°C.

También utilizan esta misma materia prima para las curtiembres
de pieles, cuyo proceso es similar. Durante el preparado no usan
mascarillas ni guantes de proteccion. La mayoria de personas que
trabajan estas artesanias son humildes y andan descalzas. Ademas de
estas condiciones, se debe agregar que todos somos susceptibles a la
presencia del antigeno o alergeno del hongo, incluso si se reporta la
presencia y diseminacion del hongo en elsuelo.

Por método de laboratorio se encontrd, por microscopia, que a las
24 horas del cultivo hubo crecimiento rapido de esporulacion, a los
cinco minutos. Luego de transcurrida una hora habia millones de es-
poras en diez campos. Esto se puede observar mas adelante en la se-
cuencia fotografica del cultivo y microcultivo del hongo Aspergillus sp.

Al revisar el reporte epidemiologico del Ministerio de Salud, se
ha encontrado que en estas zonas existe una alta prevalencia de in-
fecciones respiratorias agrii'das en nifios y adultos. Su explicacién es
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Cultivo y microcultivo del hongo Aspergillus sp

Foto 1. Semilla de nacascol. Foto 3. Crecimiento del hongo
Obsérvese la pigmentacion de a las 24 horas, 10x. Se observa
color café a negro presente en en el microscopio 10x que la
la superficie de la semilla. esporulacion a los cinco, quin-
ce y treinta minutos es alta, en
cincuenta campos esta comple-
tamente invadido.

Foto 2. Tubo en agar saboraud
con el hongo. Siembra de ras-
pado de semilla nacascol que Foto 4. Microcultivo del hon-
presenta pigmentacion de color  go. Se hizo microcultivo del
negro. Se observa que al segun-  hongo y hubo aparecimiento de

do dia el hongo Aspergillussp  «mancha» en la placa a las 48 . :
ya esta esporulando rapidamen-  horas. Microcultivo

te. Al cuarto dia esté invadido
todo el tubo en agar saboroud.
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Foto 5. Observacion del hongo  Foto 7. Espora del hongo As-

a partir del microcultivo 10x. pergillus sp 40x. Ampliada 100
Se observa el conioforo mdsla  veces.Se observan esporas en-
vesicula adherida al medio. contradas en el cultivo en todas

las laminas que se desprenden
de las vesiculas.

Microcultivo

Aspergillus var

Foto 6. Hongo Aspergillus sp
10x. Se observa el hongo encon-
trado en las semillas de nacas-  Foto 8. Espora del hongo As-
col con la vesicula y el conidio-  pergillus Niger 40x. Se observa
foro, presenta inicio de esporas que la variedad n|'ger es la que
en forma de cadena lineal. est4 asociada al género Asper-
gillus, pero en las semillas no se
encontré esta variedad. La de la
foto 7 es la mas frecuente, con
esporulacion alta.

Aspergillus niger
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la siguiente: «el problema es viral». Esto revela que desconocen que
los fendmenos alérgicos y respiratorios tienen otras causales.

Figura 1-4. Imagen obtenida con microfotografia electronica de ba-
rrido: vesicula y esporas del hongo (6,500 X). Cortesia de la doctora
Vianey de Abrego (Tomada en CENSALUD, febrero de 2008)

T Rl BB & ,]

En la Figura 1-4 se observa la imagen obtenida con microfoto-
grafia electronica de barrido: vesicula y esporas del hongo (6,500 x).
Puede notarse, segun reporte de CENSALUD, que es un «hongo fi-
lamentoso, donde sobresalen del micelio las cabezas conidiales, re-
dondeadas. Estas cabezas estdn compuestas por una vesicula rodea-
da por una corona de fialides en forma de botella, en cuyo extremo
se fijan las esporas, en este caso solo se aprecia uno no una cadene-
ta», el conidioforo no tiene septos y es liso, la vesicula es redonda de
donde emergen multiples de una a dos esporas en forma de mazo
0 cactus con espiculas dispersas, en el cultivo dan un pigmento al
reverso del tubo, las otras especies no. Fenotipicamente corresponde
a otra especie del género Aspergillus.

A partir de estudios genotipicos se identificd su pertenencia al
género Aspergillus, ya que presenta la siguiente secuenciacion de
ADN.
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En la Figura 3 se observa la secuenciacion del ADN del géne-
ro Aspergillus sp, en la que genotipicamente las secuencias de bases
puricas y piridimidicas se diferencian entre las diversas especies del
género, tal como se ve el mapa cromosomico en las Figuras 3y 4.

Figura 2. Secuenciacion del ADN del género Aspergillus sp.

Anig scaffold l(contig 1.1) [DNA] 1- X

ATAATCGATC

GGTATACCCCAATAACTGCCAAGCCACCATCCATGCTEETECACTIT

Fuente: Broad Institute, Aspergillus Comparative Database 2007.

Figura 3. ADN cromosomal del género Aspergillus sp.

"
M " I N ) N
I
9
i

Fuente: Broad Institute, Aspergillus Comparative Database 2007.
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GENOMA DNA DEL ASPERGILLUS NIGER. TIENE 143 CONFIGURACIONES, AQUI
SOLO HAY DOS CONFIGURACIONES.

>A. niger Anig_scaffold_1(contig_1.1) [DNA] 1-3970925 +
TTTGAATGATTTATAATCGATCCTTTCGACTTGAGCGAGGCGATGGATTACCGGATTAGT

gAACTCCCG CGGCCACACAGTTAACGCGACTCATGTAACCCCGGTACGTCAGGTCCTTG

E¥CAGGGACCCTAG CAGTGCACACCGGACCCCTTTGCACTAGGTGAACTTGATTAAGA

TTGGTCTCCAAATGATCAGAAAATCGTCGATAAGCATTTGGTGCGTCATCGATATTGATG

8;6 CTGGAGAAAACGAAGCCTGGTTTAGCTCTGCCAACTCTCACAAGTTCCAGCAGTG

CCAACATATAATTTGCTATCAACTATGCCACCTCGAATGGTCATGTTGTTTCCCTAGAAG

EQCGTTAGGGGAAAG GTTATAGATGGTGAGATGGTGTTTCCTCGTTGCACCCCCTTGG

CTCGCTTCAGCAAGGTATACCCCAATAACTGCCAAGCCACCATCCATGCTGGTGCACTTT

gTCG CCTGTGTGATAACAAAGGACTGGTCGGGCTTCAATTCCTCATTGAGACATTCCTC

XEAACACAGTCTATAGTG CGCTGTACGCCGTTTGGTTCCCGGGCGAGAATCTGCGCCG

ggTTCACCCTTCGTGAAGTCGATCGGAATGGCTCCAATGGAGGCCG CAAGTTCCAGTC

TEXTO SON MAS DE 500 PAGINAS
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Figura 4. Comparacion de especies de Aspergillus por secuenciacion
cromosomal de ADN.

EE—Tl i}

Impacto en la Salud

El contacto directo entre el humano y el hongo tiene como con-
secuencias el dafio a la salud y la erogacion del gasto publico en la
atencion de Infecciones Respiratorias Agudas, en los niveles de aten-
cion I, 11 y 11l de la red del Ministerio de Salud. De tal forma que
clasifican en forma general el diagndstico de Infeccion Respiratoria
Aguda sin explicar la causa de suorigen.

Se ha determinado por amplia revision bibliografica que el agen-
te causal de Aspergillus da Aspergilosis Broncopulmonar o
Alérgica, en otros casos cancer pulmonar. En esto se incluye, del
género Aspergillus, las especies de fumigatus, niger, terreus, flavus,
nidulans y ochraceus. En nuestro medio es mas frecuente el género
Aspergillus de la especie niger.(1)
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Existen varias formas de aspergilosis que causan enfermedades
enel ser humano, entre las mas conocidas se encuentran:

-

\_

« Aspergilosis pulmonar de tipo bronco pulmonar
alérgica: se debe a una reaccién alérgica al hongo por
aspiracion. Se desarrolla con asma bronquial.

« Aspergiloma: es un tumor que se desarrolla en un lébulo
pulmonar, como una tuberculosis o abscesopulmonar.

« Aspergilosis pulmonar invasiva: es una infeccion grave
con neumonia que se disemina a otras partes del cuerpo.
La infeccidn ocurre en personas con sistemas inmunitarios
debilitados debido al cancer, SIDA, leucemia, trasplante de
drganos, quimioterapia entre otros. (2,3,5)

Revisando la literatura, se ha encontrado que los aspergilomas
se forman cuando el hongo Aspergillus crece como una masa en ca-
vidades pulmonares (pulmon) o cuando el organismo invade tejido
previamente sano, y causa un absceso. (4,6-9)

El Aspergillus, en altas concentraciones, puede producir asper-
gilosis. La especie invasora provoca alteraciones pulmonares. Esta
enfermedad aparece con mas frecuencia en agricultores, ya que in-
halan el polvo del hongo con mas facilidad. (4)

La forma de reproduccién del Aspergillus son sus esporas, que
con un tamafo de 2 a 3.5 cm entran f4cilmente a las vias aéreas. Al
germinar estas esporas, Yy ser introducidas en un individuo suscep-
tible (asma atipico, fibrosis quistica), forma hifas que colonizan los
bronquios. Las hifas tienen de 3a 7 cm de didmetro, y se caracterizan
por sus ramificaciones enangulo de 45 grados. (10-13,1)

El tamafio del indculo es variable, el nUmero de esporas inha-
ladas es un factor importante en la produccion de Aspergilosis. El
asma (atopia), fibrosis quistica y asma son de las mas frecuentes de
consulta externa. (14)
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En general el Aspergillus es un hongo filamentoso del grupo Deu-
teromycetes u hongos imperfectos. Su aspecto microscépico es tipi-
CO Y se caracteriza por unas estructuras esporiferas o reproductoras
llamadas cabezas conidiales. Estas cabezas estdn compuestas por una
vesicula rodeada por una corona de fialides en forma de botella, en
cuyo extremo se forman cadenas de esporas en forma lineal. (15,10)

Rapper y Fennell las clasifican en 18 grupos, basdndose en su
aspecto macroscopico y en las caracteristicas morfologicas de los
conidioforos y fidlides; de ellas, doce se relacionan con enfermedad
humana. Las mas importantes son: Aspergillus fumigatus, A. flavus
yA. niger. (16, 18,2)

Otros autores consideran que el Aspergillus es un género de alre-
dedor de 200 hongos. Puede existir en dos formas bésicas: levaduras
e hifas. El Aspergillus es filamentoso (compuesto de cadenas de cé-
lulas, llamadas hifas, el tipo de hongos opuesto a las levaduras, que
se componen de una sola célula redonda). (18)

El Asperqillus niger tiene el micelio lanoso de color blanco
amarillento que cambia a negro, el reverso es blanco amarillento,
conidiéforos largos vy lisos y fialides biseriadas que cubren
completamente la vesicula. (10)

Los Aspergillus pueden ocasionar multiples procesos patologi-
cos. Entre los factores de patogenicidad de este hongo se encuen-
tran: el pequefio tamafo de sus conidias permite que sean aspiradas
y causen infeccion en el pulmoén y en los senos paranasales; su ca-
pacidad de crecer rapidamente a 37°C lo hace idoneo para afectar al
humano; asi como su capacidad de adherencia a superficies epite-
liales y posiblemente endoteliales y su gran tendencia a invadir los
vasos sanguineos; y la produccion de un gran numero de productos
extracelulares toxicos para las células. (9)

El Aspergillus por su naturaleza es «patdgeno oportunista», es
decir, suele afectar a pacientes con mecanismos de defensa compro-
metidos, porlo que su lesion es muy grave.
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Los sintomas principales al contraer Aspergillus pueden ser:
dolor toracico, expectoracion con sangre (se observa hasta en un
75% de los pacientes), fiebre, insuficiencia respiratoria, pérdida de
peso, sibilancias, tos seca. (18)

Entre las complicaciones méas relacionadas estan: dificultad
res- piratoria progresiva, hemorragia pulmonar, diseminacion de
la_infeccidn, entre otros. La aspergilosis constituye la infeccion
micotica oportunista mas frecuente del pulmén, (5) por lo que en
pacientes con SIDA es fulminante. (19)

Medioambiente

En la Figura 5 se observa por radiografia de térax simple un pa-
ciente que presenta patrones nodulares caracteristicos de personas
que se han contaminado con el hongo Aspergillus sp, y que presen-
tan manifestaciones clinicas de una Aspergilosis Pulmonar, y en
otros casos Aspergiloma Pulmonar.

Se aclara que este diagndstico diferencial a priori tiene similitu-
des con una Bronquitis Aguda, y por desconocimiento los pacientes
son tratados con antibidticos, cuando en realidad tendria que ser
con un antimicotico.

Figura 5. Radiografia de torax. Se observan opacidades bilaterales con
patrén nodular caracteristicas de aspergilosis pulmonar invasora.®

NODULOS
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El Aspergillus es un hongo ampliamente difundido en la natu-
raleza que se desarrolla en vegetales en descomposicion, granos de
cereal, heno, tejidos de algodén, lana y plumas. Su medio ideal son
los ambientes oscuros, himedos Yy cerrados. Podemos encontrar es-
poras de Aspergillus en los depoésitos de trigo, en los edificios en
construccion, en los aparatos de aire acondicionado y en los alimen-
tos enmohecidos.

El Aspergillus es un hongo filamentoso, ubicuo y cosmopolita
que se encuentra en la naturaleza y en las viviendas. Se puede aislar
de la tierra, de los sistemas de ventilacion, del agua. (4)

Los aspergilos se reproducen con facilidad a temperaturas altas
y se encuentran con frecuencia en cereales, forrajes, algodon vy al-
gunas aves como las palomas; abundan en materiales organicos en
descomposicién. Las esporas se diseminan por el aire (conidios) y
son inhaladas. (5)

Las esporas pueden sobrevivir, en las condiciones adecuadas,
durante miles de afos. Estudios recientes han demostrado que las
esporas de Aspergillus mantienen intacta su capacidad invasiva, e
incluso parece aumentar su potencial alergénico después de miles de
afios. Se han encontrado esporas de A. niger y flavus en la comida,
las ropas, las flores y otros objetos de las tumbas de los faraones del
antiguo Eqgipto, en momias y en el sarcofago de Ramsés 11.(13) La
propagacion rapida del Aspergillus en ambientes Ilenos de polvo y a
través de los sistemas de aire acondicionado puede ser el origen de
los brotes de aspergilosis que acontecen en hospitales y otros edifi-
cios después de obras de remodelacion oconstruccion.(4)

Las especies de Aspergillus son termoestables y son capaces de
crecer a temperatura entre 15 y 53 grados centigrados. Las esporas
estan presentes todo el afio, pero predominan en otofio e invierno,
recuperandose de paja, estiércol, madera, vegetales en descomposi-
cion, abono de tierra, alcantarillas, deposiciones de aves, heno en-
mohecido Yy aire atmosférico.(2-5)
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Adgvestigacion consiste en un nuevo aporte cientifico de co-

nocimient el impacto ambiental en salud de nuestro pais, en

o identificar ng#Solamente el hongo y su localizacion, sino también en

scontribuir€gh la educacién sanitaria y ambiental. Incluso en cuanto

a capa&gr{gl personal de salud sobre el descubrimiento y conoci-

miento de ﬁ}actos microbiologicos en la prevencion de la enferme-
dad, eptando la Posibilidad de pensar en otros diagndsticos.

Se hakencontrado que, al utilizar un método sencillo de pro-
10N, como el uso de mascarilla y guantes, se reduce conside-
ente landiseminacion y contaminacion de los susceptibles a

elh , asi como otras medidas de eliminar o destruir el
' reparado. También es importante proteger el pro-
Lemado en otras areas estériles. También a nivel de
tado la presencia de Aspergillus, por lo que es un
ho susceptible al serhumano.

, Se encontr6 una nueva especie de hongo del gé-
n las semillas de nacascol y en el suelo salvadore-
te del pais, el cual serd denominado en el futuro
ntifico: Aspergillus ues salvadoriensis, del género
orgue se descubrio en la Universidad de El Salva-
sis, porque esté en territorio de El Salvador; o es
jentifico binomial: Aspergillus vuessalvadorensis.
en base de datos de Atlanta CDC y sociedades de
nde no se reporta la especie encontrada en

CENSALUD por su colaboracion en la toma de
electronicas de barrido y a la doctora Vianney

VIDEO . TENIDO VASIJAS

Es termotolerante, pudiendo vivir entre los 122Cy
los 57°C.

Horno a 600 °C

Semilla + nance hierven a 100 °C



Extracto acuoso de colorante negro natural, a partir de las
semillas de nacazcol (Caesalpinia coriaria) en condiciones
de laboratorio.

ANTONIO VASQUEZHIDALGO
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UFC/ML del preparado liquido. Se incuba y se mantiene a temperatura ambiente por
varios dias hasta que se produzca el color negro en la parte superior e inferior del tubo y
caja de petri. Una vez producido el colorante se esteriliza en autoclave para evitar

contaminacion.

OBTENCION DE LA MATERIAPRIMA:
Las semillas se obtienen de la zona norte del pais, area especifica Morazan , las semillas

maduras que estan entre las ramas de los arboles y las del suelo. La cantidad aproximada a tomar
son en peso 20 a 50 g.

VARIABLES DEL PROCESO
Entre las variables del estudio se tiene. Variable independiente semillas, reactivos quimicos

como tipo de solvente, temperatura de extraccion, tiempo de extraccion, relacion sélido/solvente,

tamafio de particulay pH y como variable dependiente se tiene el colorante negro.

Resultados

TIPO DESOLVENTE:
Se hacen experimentos con dos solventes: agua y alcohol etilico, el colorante es soluble en ellos.

El color obtenido es diferente en cada uno de los solventes; en etanol se observa un color palido

negro y en agua se obtiene un color negro oscuro. Teniendo mejor resultado el de agua.

Tabla 1 Resultados de la extraccién con diferentes solventes

Tipo de solvente Color Cantidad g absorbancia
Agua +hierro Negro oscuro 0.10 0.50

Etanol Negro palido 0.30 0.30
Agua-etanol negro 0.50 0.20

Agua Ninguno 0.10 -




RELACION SOLIDO /SOLVENTE:

La mejor relacion es entre el agua y el tanino de la semilla mezclado con oxidante como el
hierro, para obtener mejores resultados, es decir entre mas hierro mejor colorante negro se

obtiene.

TEMPERATURA DE EXTRACCION
La temperatura ideal para la extraccion del colorante es a medio ambient4&entre 25 a 32 grados

Celsius. Se sometio a temperaturas altas obteniendo similares resultados. Ver tabla 2 como

resultado de la extraccion a diferentes temperaturas.

Tabla 2 Resultado de la extraccién a diferentes temperaturas ‘

Temperatura (2C)  Cantidad de colorante  Absorbancia

(8)

o @ o0 om

TIEMPO DEEXTRACCION |

e A
El tiempo de extracc‘én depende, de la-cantidad de colorante que se obtiene; a medida que
aumenta es mayor el rendi‘niento. ver Tabla 3.. En los ensayos preliminares se busca seleccionar
. i . ) i i
el limite superior por encima del cual ya no se obtiene mayor cantidad de colorante y lo que

puede ocasionar es aumento de costos y disolucién de la semilla en el solvente.

»

Tabla 3. Resultados de la extraccion a diferente tiempo

Tiempo ( minutos) Cantidad coloranteg Absorbancia
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Figura 1 Diagrama de bloques del proceso extraccion colorante a escala de
laboratorio.

Semilla se . .
. —> Se seleccionan las semillas
retiran i
. cafés, no las negras en
Jmpyrezas
it

i s
100-rtte descompos@on.

Se macera con mortero
hasta obtener micro

particulas..

Se separa la pulpa de la
cascara. Se esteriliza con

calor seco.

Extraccion. Se mezcla

/ Y | con solventes.

| Se filtra |

CONDICIONES DEL PROCESO

Una condicién ideal del proceso es la adecuada mezcla entre los solventes y oxidante, ya que
esto proporciona una mejor calidad del producto. No se necesitan condiciones de temperatura
ideal ya que a temperaturas ambiente y extremos de calor no influye en la obtencion del
colorante, sin embargo a mayores temperaturas el resultado no es muy favorable ya que puede

precipitar el hierro.

Temperatura: Es necesario tener cuidado con las temperaturas extremas ya que en condiciones de
laboratorio se puede variedad de tonalidad de negro, en condiciones artesanales no importa ya

que el barro puede soportar extremos de temperatura mayores de 300 grados Celsius.

Solventes. Se utilizaron varios solventes entre ellos el agua de grifo, destilada, teniendo mejores

resultados el agua de grifo. Otros solventes como el alcohol se presento diversas tonalidades.

Tamafio de particula. No es necesario el tamafio, pero si entre mas macerado este el producto los

resultados son mejores. Debe separarse de la cascara.




NOMENCLATURA TRINOMIAL.

usada en biologia para identificar a cada especie de ser
vivo conocida, con el fin de referirse especificamente a
subdivisiones menores de una especie determinada.

Aspergillus niger var uessalvadorensis

Aspergillus niger subsp.uessalvadorensis
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