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RESUMEN.

Se ha desarrollado una técnica que induce la
produccion  del complejo enzimdtico "celulasa”
permitiendo - el crecimiento de las cepas fiingicas
celuloliticas sobre un soporte inerte con un flujo
nutritivo unidireccional que simula su situacion en el
ecosistema eddfico.

El complejo enzimdtico liberado sobre el
sustrato fue extraido a través de eluciones diarias,
separado y valorado en su actividad sobre
carboximetilcelulosa (B-50-1.C.I. Ltd Cheshire -
UK.} cuantificando los metabolitos reductores
originados en la hidrdlisis por el méiodo de
Somodgy-Nelson.

La metodologia fue aplicada a trece cepas
filamentosas aisladas de suelos agricolas de la
pradera pampeana. Paralelamente se procedié a la
caracterizacion fisico-quimica de los suelos citados
determinando pH, Aw, %eN2, %C orgdnico oxidable,
v composicion textural.

INTRODUCCION.

Numerosos estudios apuntan a evaluar la pro-
duccién de celulasas fingicas (con preferencia:
exoglucanasas, endoglucanasas, v B-glucosidasas),
estimulando a las cepas con sustratos vegetales
naturales, celulosas con distinto grado de substitu-
cién, papel filtro, avicel, etc., con el propésito de
mgjorar la capacidad de los microorganismos para
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SUMMARY

[Introduction, extraction and quantification of fungal
cellulases with culture in vertical column systems. ]

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 inent support that seems its situation in the eda-
phic ecosystem with and unidirected nutritive flow.

The polvenzyme-complex released on the sub-
strate was extracted by dialy elutions, and it was also
purificated and evaluated in its activity on carboxi-
metilcellulose (B-530-1.C1.  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 Himeda".

At the same time, it was done the physic and
chemical classification of the cited soiis determining
pH, Aw, % N2, Y organic matter and textural
composition.

elaborar algunas o todas las enzimas del compiejo,
Godden y col. {1989); Ghose & Sahai (1979); Cos-
sar & Canevasceni (1989); Herr (1979); Accbal v
col. (1986); Theodorov, M. y col. (1980) Stevens &
Payne (1977).

La cinética y los mecanismos inhibitorios son
desde hace més de una década el aspecto central,
en la temdtica de la produccién de celulasas a es-
cala industrial, Beltrame v col. 1984,

Ecolégicamente el impacto de la actividad
celulolitica radica en el rol que juegan los hongos

* Becaria del Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas { CONICET).
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como recirculadores de los compuestos hidrocar-
bonados involucrados en el ciclo del Carbono, a
ravés de la degradacion de residuos naturales
siendo comparativamente escasa la informacion
que s¢ tiene en la bibliografia mundial respecto de
la claboracion de celulasas "in sitw” (Mustafd &
Sharkas, 1982), en suelos cultivables o forestales.

En referencia a esto Gitimo, y con ¢l objeto de
valorar en su habilidad como productores de endo-
glucanasas a algunos hongos filamentosos de alta
frecuencia de icnto en suclos agricolas, se
ided una técnica sencilla que consta de un sistema
unidireccional e interruptor de flujo de nutrientes,
con periodos de encharcamiento de 24 horas y yn
soparte fisico simulando a los minerales algilo-sili-
catados del suelo, en un intento de inducir y cuan-
tificar la produccién de celulasas, contemplando al-
gunas de las situaciones permanentes que caracte-
rizan a los edafoecosistemas de la Pampa Himeda
Argentina.

MATERIALES Y METODOS.

Instrumental.

Se empled un sistema de siembra provisto de
una columna de 20 ml con una ampolla adosada a
su extremo superior y un cateter de latex o teflon
en el inferior, esterilizados con 6xido de etileno
(Figura N2 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-
50-1.C.I. Ltd. Cheshire, U.K.), asegurando su distri-
bucién homogénea entre el soporte vitreo y 5 ml de
agua destilada estéril conteniendo el6in6cu]o fingi-
co en una concentracién de 10 x 10” conidios por
mililitro (cuantificada en cdmara de Neubauer).

La ampolla, contiene medio liquido exento de
fuente hidrocarbonada, con la siguiente composi-
cién en gr./1.: (NHy),. SOy, 1,400; K . H,PO,,
2,000; Mg . SO, . TH30, 0,300; Ca .CL,, 6,306; Fe"
SO, . TH,0, 0,005; Mn . SO, . H,0,0,002; Zn .
SO4. TH,D, 0,002; CoCl,, 0,002; EDTA . Na, .
2H20, 0,%)50; Peptona {Oxoid), 1,000; Cloromice-
tina, 0,005 1% de medio, pH 5,5 autoclavado 10
minutos a 1202 C. en cuatro soluciones separadas a
fin de evitar precipitaciones y floculaciones:
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Figura N? 1

Dispesitivo empleado para inducir la produccién
dol complejo.
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Procedimiento.

La incorporacién del medio nutritivo al sis-
tema, marc6 el comienzo del ensayo (Tiempo O).
Diariamente fueron eluidos 2 ml restituyéndose
idéntico volumen a partir de la ampolla que lo
contenia.
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Cada cluato se centrifug6 a 4000 r.p.m.
durante 15 minutos, posteriormente se ajust6 el pH
del sobrenadante a 4,8 y se conservo a -20° C,

Hidrolisis: a fin de evaluar la actividad del
complejo enzimidtico se colocaron 0,5 ml del
liguido sobrenadante (en dilucion adecuada) y 0,5
ml! de soluciéon de carboximetilcelulosa (Grado B-
50-1.C.I. Lid. Cheshire, UXK.) al 1% p/v en buffer

citrato sodico {O,] M - pH 4,8), en un baio

termostatizado a 50° C + 0,12 C. durante 30
minutos. -

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

Cepas fangicas.

Se utilizaron trece cepas fiingicas filamentosas
aisladas en Agar-CM.C,, de suclos de pradera con
cinco afios de no laboreo (sin cultivo) ern muesireos
del horizonte Aqq (0-10 cm),
Determinacion de las caracteristicas fisico-
quimicas y texturales de los suelos.

Para ¢l Carbono orginico oxidable se empled
la técnica propuesta por Walkley-Black; Nitrogeno
total determinado por el método Kjeldahl.

En la composicion textural se emplearon los
analisis granulométricos (modificacién de la
metodologia de Robinson).

Tabla I
Caracterizacién fisico-quimica y textural del suelo
muestreado
Composicion
Caracteristica porcentual
(%)
Limo 678
Arcilla 21,3
Arena 10,8
Calcareo 0,1
Materia Orgénica (MA) 6,03
C. org. (facilmente oxidable) (MA) 2,69
Nitrdgeno total (MA) 0,595
pH (MA) 6,29
A, (Actividad de agua) (MA) 0,805-0,989
Relacion C/N 4,531
{media aritméticaf{MA)

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

RESULTADO Y CONCLUSION

La Tabla I muestra las caracteristicas fisico-
quimicas de los suelos muestreados. De acuerdo
con csos datos la naturaleza predominantemente
franco-limosa constituye la textura de los suelos
muestreados y es notable el porcentaje de Materia
organica y Nitrogeno total, acorde con el historial
de pastoreo de estas tierras. El pH ligeramente
icido y una AT, adecuada junto a una buena
estructuracién del perfil A;, contribuyen a calificar
a esta zona como de pradera fértil.

En la Tabla I se presentan los valores de
aziicares reductores (en u moles de glucosa/ml de
eluato) para las cepas estudiadas.

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

La cepa de Trichoderma koningii respondiod
similarmente a una curva de erecimiento tipica con
24 horas de fase L.A.G.; mostré actividad
homogénea diariamente y alcanzé un climax
metabélico que se¢ sostuvo aproximadamente 72
horas y decayd con lentitud hacia el final del
periodo. Exhibié un pico productivo del orden de
5000 u moles de aziicares reductores por mililitro
de eluato y una media aritmética de 3,710 (Tabla 2
y Grafico 1.

Gréfico N¢ 1
Género Trichoderma. Especie: T. koningii
v
8,000 |-
7,000 -
8.000 |
5,000 -
4,000 -
3,000 |
1,000
i i L 1 b 1 1 IMPO
1 # & 4 s * 7 T:EDias)
Ref: w mol/m! = micromoles de agicares reduciores

detectados por mililitro de eluato centrifugado.
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Estos resultados son comparables a los
obtenidos por otros investigadores (6) (12) para
este género fingico.

Las cepas de Fusarium mostraron
comportamientos disimiles: F. tricinctum y F.
oxysporum responden a la induccidén como lo hace
T. koningii y es mencionado que F. oxysporum
registro la mayor frecuencia de aislamiento,
hallazgo que confirmaron otros autores para suelos
agricolas de la pradera pampeana (1)

F. tabacinum se mostré6 como un productor
pobre en las condiciones del ensayo.

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

Mucor racemosus f. sphaerosporus inici6 su
actividad celulolitica aparentemente en las 24 horas
de su fase de latencia de manera que al comenzar
el ensayo alcanzd valores del orden de 4,000 u
moles/ml de lo que es inferible su importancia
como microorganismo competidor en ecosistemas
edificos con disponibilidad celulésica (Grafico 3).

De acuerdo a las condiciones de trabajo y los
valores registrados, la producciéon de celulasa fue
mayor que 1 micromol de glucosa/ml 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 ficilmente reproducibles hecho que permite
trabajar con un nivel de confiabilidad muy

aceptable.
Griéfico N2 2
Género Aspergillus Griéfico 3
Género Mucor. Especie: M. racémosus
F. sphaerosporus
MMl /mi
7,000 |-
s ML/l
7000 |
5000 -
8,000 |-
4,000 |-
5,000 -
3,000 | ',’
a0l
2,000 |- & N
\L\o/ 3,000 |-
1.000
—— .
I -“-__"____‘ "_____,__.-';--_-_.._.’.___’ 2.000 |-
L 1 1 { i
2 > 4 s t 7 TIEMPO
- 1,000 |
Asp. terreus 0 o
* 5 i n L L L L
" 1 2 3 4 5 L] 14 TIEMPO
Asp. niger 0 0 {Dise)
; Asp. fumig * *
Ref. umol/ml = micromoles de azicares reductores Ra: BAmblfil = icronioieE dE -asnaues FedlBTES

detectados por mililitro de eluaro centrifugado.

detectados por mililitro de eluato centrifugado.
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