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Introduccién. La produccibn de polisacarasas por
hongos del género Aspergillus sobre residuos agricolas
ha sido estudiado con detalle, al ser un proceso que
sucede frecuentemente en la naturaleza®. Sin embargo,
no ha sido posible explicar con claridad el proceso de
crecimiento microbiano y produccién de las enzimas,
debido a que durante su crecimiento los hongos se
desarrollan  en una red compleja de hifas
interconectadas, que dificulta la identificacién de la
secuencia de produccién y accion de las enzimas®. El
sistema de diferenciacion zonal® puede ser una
alternativa para solucionar este inconveniente. El objetivo
de este trabajo fue utilizar esta técnica para estudiar la
fisiologia de los hongos y la identificacion de enzimas
durante una fermentacién sélida en sustratos complejos y
mezclas de fuentes de carbono.

Metodologia. Para la técnica de la diferenciacion zonal,
se empleé una membrana de policarbonato (Millipore,
2um) colocada encima del medio soélido, constituido por
solucién basal®, agar bacteriologico y salvado de trigo
(ST) al 3% P/V. Para verificar el efecto del uso de varias
fuentes de carbono simultdneamente, se adiciond xilosa
(X) o éacido galacturonico (AG) al 1% P/V. Cada
experimento se inoculé con 2*10° esporas de las cepas
A. flavus NRRL-6541 o A. flavipes FP-500 sobre la
membrana, y se incubd a 37°C durante 5 dias, luego de
los cuales se retiré la membrana con la biomasa para
recuperar el agar de dos zonas: la situada debajo del
crecimiento microbiano (centro) y la de la periferia. Para
ello se hizo una mezcla homogénea empleando
regulador de acetatos 100mM pH 5.0, de la que se
cuantific6 la actividad enzimética, de acuerdo a lo
reportado previamente®.

Resultados y discusion. Ambas cepas producen
xilanasas y pectinasas con ST. A. flavus es mejor
productor de xilanasas (Fig 1A), mientras que A. flavipes
produce una mayor cantidad de pectinasas (Fig 1B). Los
resultados sugieren que estas enzimas son producidas
durante el crecimiento microbiano, aunque no es claro si
la actividad enzimética detectada es funcion de la edad
fisiolégica o de la difusién de las enzimas producidas con
anterioridad. Asi, otra ventaja de la técnica de
diferenciacion zonal es el poder desarrollar experimentos
mas especificos para entender este comportamiento, y
poder identificar la secuencia de produccion de las
enzimas durante el cultivo. El efecto de azuUcares

reductores especificos sobre la producciéon de enzimas
por A. flavipes (Figura 2) mostr6 que la actividad
xilanolitica disminuyd 59.3% en presencia de X, mientras
gue la actividad pectinolitica aumentd 28.1% en
presencia de AG, lo que muestra claramente el efecto
represor e inductor, respectivamente, de estos sobre las
enzimas'.
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Figura 1. Actividad xilanolitica (A) y pectinolitica (B) de las cepas en dos
zonas de crecimiento
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Figura 2. Efecto de azUcares reductores sobre la producciéon de
xilanasas (A) y pectinasas (B) por A. flavipes FP-500 en fermentacion
sélida sobre ST (1), ST + X (2) 0 ST + AG (3).

Conclusiones. La técnica de diferenciacion zonal puede
ser de gran utilidad para el estudio fisiologico de la
produccion de enzimas por los hongos filamentosos en
medio soélido, al permitir identificar claramente las
enzimas secretadas por el microorganismo a lo largo del
cultivo.
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