SELECCION DE CEPAS FUNGICAS PRODUCTORAS DE PROTEASAS.
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Introduccion. Las enzimas proteoliticas representan
aproximadamente & 60% de las enzimas industriaes
comercializadas mundialmente. Uno de los métodos
empleados para la obtencion industrial de enzimas
proteoliticas es la fermentacion en medio solido (1). En los
Ultimos afos el principal interés de los procesos de
fermentacion comercial ha sido encontrar o crear cepas
microbianas sobreproductoras de productos industriales. Sin
embargo, el desarrollo exitoso de cepas mejoradas requiere
del conocimiento de la fisiologia, de las rutas de control y
regulacion asi como del disefio de procedimientos para
examinar e identificar a éstas cepas como productoras de un
metabolito o enzima de interés. En general, una enzima
puede ser detectada visual mente por la ausencia o presencia
de cierta actividad enzimética sobre placas que contengan
un medio de cultivo con un reactivo selectivo, un colorante o
un organismo indicador (2).

El objetivo de este trabajo fue seleccionar cepas fungicas que
presentaran actividad proteolitica expresada mediante el
método répido de visualizacion de halos de hidrdlisis en dos
medios de cultivo compuestos por diferentes substratosy su
posterior fermentacién en medio sélido.

Metodologia. Se realizd6 una comparacion de cepas de A.
niger 2088, A. niger ANH15, A. oryzae 2095, A. niger
DAR2, A. niger C28B25y A. niger AD96-4. Las cepas
fueron propagadas en placas de agar papa-dextrosa e
incubadas (5 d , 30°C). Las esporas fueron cosechadas
(Tween 80 a 0.1%) e inoculadas en placas de agar-harinade
pescado y agar-leche descremada (20 g/l) por picadura a

centro de la caja de Petri (3). Las cajas fueron inéculadas
(30°C, 72 h) y observadas cada 24 h para visudizar la
formacion de halos de hidrélisis. Finamente, las cepas que
presentaron halos de hidrdlisis fueron sometidas a
fermentaciones en columnas (harina de pescado y espuma de
poliuretano 70:30 p/p, pH inicid 6, 2x10’ esporas/g materia
seca, 30°C y flujo de aire de 40cc/min) y se determiné la
actividad proteolitica a pH 7 de los extractos a las 36 horas
(4.

Resultados y discusién. Las cepas DAR2, C28B25 y
AD96-4 no nostraron crecimiento ni formacion de halo de
hidrélisis sobre las placas de agar-leche descremada,
mientras que con las cepas 2088, ANH15 y 2095 (Tabla 1)

se observaron halos translicidos que manifiestan la
presencia de enzimas proteoliticas capaces de hdrolizar la
caseina del medio de cultivo (3). Por otro lado, en el medio
de agar-harina de pescado todas las cepas presentaron

crecimiento observandose mas abundante para las cepas
AD96-4 y 2095, y muy escaso para las cepas DAR2 y

C28B25. Ademés, en este medio de cultivo no se visualizé
para ninguna de las cepas la produccion de enzimas
proteoliticas (ausenciade halos de hidrdlisis) durante todo el
periodo de incubacién, esto pudo deberse a que la harina de
pescado contiene péptidos pequefios y aminoécidos libres
por lo que los microorganismos no necesitan secretar las
proteasas paraobtener C o N.

Tabla 1. Indice de potencia (Dy/D.) en placas de agar-leche
descremada a las 56h de incubacion

Cepa Diametro cepa | Diametrohao | Indice potencia

2095 1.1cm 21cm 19

2088 19cm 29cm 15
ANH15 2.2cm 3.2cm 14

La actividad proteolitica de los extractos obtenidos a partir
de la fermentacion (Tabla 2) confirmaron que la cepa que
produce mayor actividad proteolitica es la 2095, lo cud
concuerda con lo obtenido en las placas de agar-leche
descremada ( Indice de potencia, Tablal).

Tabla 2. Actividad proteolitica de extractos flingicos a las 36h de

fermentacion
Cepa U/ ml extracto
2095 20.08
2088 0.50
ANH15 0.00

Conclusiones. Las cepas ANH15, 2088 y 2095 mostraron
produccién de enzimas proteoliticas mediante la formacién
de hal os transl Gici dos sobre placas de agar-leche descremada,
presentando la mayor actividad proteolitica la cepa 2095
tanto en las placas como en fermentacion solida. Este
método ayuda a analizar répidamente un conjuto de cepas
que producen extractos proteoliticos cuyos resultados son
reproducibles en fermentacion sélida.
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