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RESUMEN. 

Se ha desarrollado una técnica que induce la 
producción del complejo enzimático "ce/u/asa" 
pennitiendo el crecimiento de las cepas fúngicas 
celulolíticas sobre un soporte inerte con un flujo 
nutritivo unidireccional que simula su situación en el 
ecosistema edáfico. 

El complejo enzimático liberado sobre el 
sustrato fue extraído a través de eluciones diarias, 
separado y valorado en su actividad sobre 
carboximetilcelulosa (B-5()./.C.l. Ltd. Cheshire -
U.K.) cuantificando los metabolitos reductores 
originados en la hidrólisis por el método de 
Somodgy-Nelson. 

La metodología fue aplicada a trece cepas 
filamentosas aisladas de suelos agrícolas de la 
pradera pampeana. Paralelamente se procedió a la 
caracterización físico-química de los suelos citados 
detenninando pH, Aw, o/oN2, o/oC orgánico oxidable, 
y composición textura!. 

INTRODUCCION. 

Numerosos estudios apuntan a evaluar la pro­
ducción de celulasas fúngicas (con preferencia: 
exoglucanasas, endoglucanasas, y B-glucosidasas), 
estimulando a las cepas con sustratos vegetales 
naturales, celulosas con distinto grado de substitu­
ción, papel filtro, avicel, etc., con el propósito de 
mejorar la capacidad de los microorganismos para 

Provincia de Santa Fe. República Argentina 

SUMMARY 

[Introduction, extroction and quantification of Jungal 
cellulases with culture in vertical column systems.J 

It was developed a technique to induce the 
production of the polyenzyme-complex named "cellu­
lase" that allows the growth of the fungal strains on 
an inen suppon that seems its situation in the eda­
phic ecosystem with and unidirected nutritive flow. 

The polyenzyme-complex released on the sub­
strate was extracted by dialy elutions, and it was also 
purificated and evaluated in its activity on carboxi­
meti/cellulose (B-50-l.C.l. Ltd. Cheshire-U.K.; 
testing the reductor metabolites origined in the 
hydrolysis by the colorimetric method of Somodgy­
Nelson. 

This methodology was applied to thirteen fila­
mentous strains isolated from soils (pasture ground) 
of the "Pampa Húmeda". 

At the same time, it was done the physic and 
chemical classification of tite cited soils detennining 
pH, A w, o/o N2, o/o organic matter and textura/ 
composition. 

elaborar algunas o todas las enzimas del complejo, 
Godden y col. (1989); Ghose & Sahai (1979); Cos· 
sar & Canevasceni (1989); Herr (1979); Acebal y 
col. (1986); Theodorov, M. y col. (1980) Stevens & 
Payne (19n). 

La emética y los mecanismos inhibitorios son 
desde hace más de una década el aspecto central. 
en la temática de la producción de celulasas a es­
cala industrial, Beltrame y col. 1984. 

Ecológicamente el impacto de la actividad 
celulolítica radica en el rol que juegan los hongos 

• Becaria del Consejo Nacional de InvestigaciOnes Científicas y Técnicas (CONICET). 
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como recirculadores de los compuestos hidrocar­
bonados involucrados en el ciclo del Carbono, a 
través de la degradación de residuos naturales 
siendo comparatiYa.QJente ~ la infonn¡aQón 
que se tiene en l4 bibliograffa mUftdial ros~o de 
la olaboraciOa de eolulasaa ·m ~tu• (Mustafá &. 
Shlfkas. 19R), en 1uel~ cultivable& o forestales. 

En referencia a esto Clltimo, y wo el objeto de 
valorar en su habilidad romo productore»i de endo­
alu~nas.as a a)gua()5 bonp5 tuam. ont0101 do alta 
f'r~encla de ~ieato oa suek» agncow, se 
ideó una t6crUca sencllla que ~ta de un sistema 
unidireccional e laterruptor de flujo de nutrientes, 
con períodos de enchan:amiento do Z4 horu y un 
SOpofte fi~co !iiin\ul~ a lOiii minerales ~10:.5ili­
catad~ del s-uelo, ea un intento de iaducir y cuan­
tificar la producción de celuJaqs, contemplando al­
aunaa de las situacioaOJ porm~entos que eafNC­
fi~ a 1~ edafoo.rosistema$ de 11 Pampa H\lmoda 
Argentina. 

MATERIALES V METODOS. 

Instrumental. 

Se empleó un sistema de siembra provisto de 
una columna de 20 mi con una ampolla adosada a 
su extremo superior y un cateter de látex o teflón 
en el inferior, esterilizados con óxido de etileno 
(Figura N~ 1). 

La columna posee en su interior una mezcla 
en partes iguales de perlas y roturas de vidrio hasta 
cubrir tres cuartas partes del volumen con el agre­
gado de 0,8 gr. de Carboximetilcelulosa (Grado B-
50-I.C.I. Ltd. Cheshire, U.K.), asegurando su distri­
bución homogénea entre el soporte vítreo y 5 mi de 
agua destilada estéril conteniendo elJnóculo fúngi­
co en una concentración de 10 x 10 conidios por 
mililitro (cuantificada en cámara de Neubauer). 

La ampolla, contiene medio líquido exento de 
fuente hidrocarbonada, con la siguiente composi­
ción en gr./l.: (NH~2. SC?A! 1,400; K . -~2P04, 
2,000; Mg. SO~. 7H2~. 0,300; Ca .C~, 0,300; Fe. 
S04 . 1H2._0, 0,005; ~n . S04_. H20, 0,002; Zn . 
so4. 7H2o , 0,002; CoC~, 0,002; EDTA. Na2 . 
2H20, O;o50; Peptona (Uxoid), 1,000; Cloromice­
tina, 0,005 1% de medio, pH 5,5 autoclavado 10 
minutos a 12(}2 C. en cuatro soluciones separadas a 
fin de evitar precipitaciones y floculaciones: 
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F'tgUFa N° 1 

Plsposldvo taapltado pn ladudr la prodaed6a 
del~pltJo. 

CorntOOI6n 
eatérl 

Columna 
graduada 

Cárnude 
látex o tetlón 

Proc:edlmiento. 

La incorporación del medio nutritivo al sis­
tema, marcó el comienzo del ensayo (Tiempo 0). 
Diariamente fueron eluidos 2 mi restituyéndose 
idéntico volumen a partir de la ampoUa que lo 
contenía. 
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Cada eluato se centrifugó a 4000 r.p.m. 
durante 15 minutos, posteriormente se ajustó el pH 
del sobrenadante a 4,8 y se conservó a -]Ql C. 

Hidrolisis: a fm de evaluar la actividad del 
complejo enzimático se colocaron 0,5 mi del 
líquido sobrenadante (en dilución adecuada) y 0,5 
mi de solución de carboximetilcelulosa (Grado B-
50-I.C.I. Ltd. Cheshire, U.K.) al 1% p/v en buffer 
citrato sódico (0,1 M - pH 4,8), en un baño. 
termostatizado a 5()Q C + 0,1Q C. durante 30 
minutos. -

Colorimetría para metabolitos reductores. Los 
productos de la hidrolisis se cuantificaron con el 
método de Somodgy-Nelson. 

Cepas fúngicas. 

Se utilizaron trece cepas fúngicas fllamentosas 
aisladas en Agar-C.M.C., de suelos de pradera con 
cinco años de no laboreo (sin cultivo) en muestreos 
del horizonte A 11 (0-10 cm). 

Determinación de las características ffsico­
químicas y texturales de los suelos. 

Para el Carbono orgánico oxidable se empleó 
la técnica propuesta por Walkley-Biack; Nitrógeno 
total determinado por el método Kjeldahl. 

En la composición textura) se emplearon los 
análisis granulométricos (modificación de la 
metodología de Robinson). 

Tabla 
Caracterización físico-química y textural del suelo 

muestreado 

Característica 

Limo 
Arcilla 
Arena 
Calcáreo 
Materia Orgánica (MA) 
C. org. (fácilmente oxidable) (MA) 
Nitrógeno total (MA) 
pH (MA) 
~(Actividad de agua) (MA) 
~elación C/N · 

(media aritméticar(MA) 

Composición 
porcentual 

(%) 

67,8 
21,3 
10,8 
0,1 

6,03 
2,69 

0,595 
6,29 

0,805-0,989 
4,531 

Determinaciones aceptadas con un grado de 
significación de 95% - p < 0,05. 

RESULTADO Y CONCLUSION 

La Tabla 1 muestra las características físico­
químicas de los suelos muestreados. De acuerdo 
con esos datos la naturaleza predominantemente 
franco-limosa constituve la textura de los suelos 
muestreados y es notable el porcentaje de Materia 
orgánica y Nitrógeno tota~ acorde con el historial 
de pastoreo de estas tierras. El pH li~eramente 
ácido y una A.... adecuada junto a una buena 
estructuración def perfil A 11 contribuyen a calificar 
a esta rona como de pradera fértil. 

En la Tabla U se presentan los valores de 
azúcares reductores (en u moles de glucosa/mi de 
eluato) para las cepas estudiadas. 

Los comportamientos integrados de cada cepa 
se exponen en la Tabla II. 

La cepa de Trichod.enna koningii respondió 
similarmente a una curva de crecimiento típica con 
24 horas de fase LA.G.; mostró actividad 
homogénea diariamente y alcanzó un clímax 
metabólico que se sostuvo aproximadamente 72 
horas y decayó con lentitud hacia el final del 
período. Exhibió un pico productivo del ord.en. de 
5000 u moles de azúcares reductores por mdíhtro 
de eluato y una media aritmética de 3,710 (Tabla 2 
y Gráfico l. 

Gráfico NQ i 
Género Trichodenna. Especie: T. koningii 

a.ooo 

7,DOO 

8,000 

5,DOO 

4,DOO 

3.DOO 

2,DOO 

2 3 5 TIEMPO 
(Dios) 

Ref.: u moljml micromoles de azúcares reductores 
detectados por milílitro de eluato centrifugado. 
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Estos resultados son comparables a los 
obtenidos por otros investigadores (6) (12) para 
este género fúngico. 

Las cepas de . Fusarium mostraron 
comportamientos disímiles: F. trkinctum y F. 
oxysporum responden a la inducción como lo hace 
T. koningii y es mencionado que F. oxysporum 
registró la mayor frecuencia de aislamiento, 
hallazgo que confirmaron otros autores para suelos 
agrícolas de la pradera pampeana (1) 

F. tabacinum se mostró como un productor 
pobre en las condiciones del ensayo. 

Aspergillus terreus fue el más activo de entre 
las especies de este género (A. niger y A. 
fumigatus) (Gráfico 2) 

Gráfico NQ 2 
Género Aspergillus 

MMI/1111 

' 

l 

7,000 

8,000 

5,000 

•.ooo 

3,000 

2,000 

1.000 

Asp. terreus 

Asp. niger 

Asp. fumig 

newoo 
(Dile) 

o _____ o 

o _____ o 

• * 

Ref.: umol/ ml micromoles de azúcares reductores 
detectados por milílitro de eluato centrifugado. 

Mucor racemosus f. sphaerosporus inició su 
actividad celulolítica aparentemente en las 24 horas 
de su fase de latencia de manera que al comenzar 
el ensayo alcanzó valores del orden de 4,000 u 
moles/mi de lo que es inferible su importancia 
como microorganismo competidor en ecosistemas 
edáficos con disponibilidad celulósica (Gráfico 3). 

De acuerdo a las condiciones de trabajo y los 
valores registrados, la producción de celulasa fue 
mayor que 1 micromol de glucosa/ mi en el 61,5% 
de las hongos estudiados y mayor que 3, en el 
23,1% de ellos. 

Resta destacar que los resultados obtenidos 
son fácilmente reproducibles hecho que permite 
trabajar con un nivel de confiabilidad muy 
aceptable. 

MMI/ml 

7,000 

e.ooo 

5,000 

•• ooo 

3.000 

2,000 

t,OOO 

Gráfico 3 
Género Mucor. Especie: M. racemosus 

F. sphaerosporus 

5 e TllMI'O 
(DIMl 

Ref.: Mmol/ ml = micromoles de azúcares reductores 
detectados por milílitro de eluato centrifugado. 
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