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INTRODUCCION

Los hongos filamentosos constituyen una fuente relevante de enzimas extracelulares con potencial aplicacion en
procesos agroindustriales. Entre ellas, las enzimas hidroliticas participan en la degradacion de distintos polisacaridos
mediante la ruptura de enlaces glicosidicos. Trichoderma harzianum se destaca por su capacidad de producir enzimas
como celulasas, xilanasas y glucanasas, lo que lo convierte en un microorganismo de interés biotecnoldgico. En este
contexto, el empleo de hongos filamentosos en procesos agroindustriales requiere métodos reproducibles que
permitan caracterizar su funcionalidad. Por ello, se planteé la optimizaciéon de un ensayo laminarina-DNS para
cuantificar actividad B-1,3-glucanasa y complementar el perfil de enzimas hidroliticas de T. harzianum.

OBJETIVO GENERAL

Estandarizar un método reproducible para determinar actividad B-1,3-glucanasa en extractos fungicos, apto para su

uso rutinario en el laboratorio.

METODOLOGIA / MATERIALES Y METODOS

Trichoderma harzianum se cultivé durante 4 dias a 30 °C mediante fermentacion en estado sélido (FES), empleando
afrechillo de trigo y cascarilla de arveja amarilla como sustratos lignoceluldsicos.

Las enzimas extracelulares se recuperaron del material fermentado mediante lixiviacion, seguida de agitacion y
filtracion, obteniéndose el extracto enzimatico utilizado en los ensayos.

Las actividades celulasa, xilanasa y a-amilasa se determinaron mediante el método colorimétrico DNS, empleando
CMC, xilano y almidén como sustratos, respectivamente. La cuantificacion de azucares reductores se realizo a partir de
una curva de calibracion de glucosa y medicidn espectrofotométrica a 560 nm.

La actividad B-1,3-glucanasa se determind mediante un ensayo laminarina-DNS, utilizando laminarina como sustrato.
Se evaluaron distintas condiciones experimentales para optimizar el protocolo, incluyendo volumen de sustrato,
volumen y dilucion del extracto enzimatico, volumen total de reacciéon y tiempo de incubacion.
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Figura 2. Protocolo del ensayo DNS.

RESULTADOS y DISCUSION

La curva de calibracion de glucosa seleccionada presenté un buen ajuste lineal (R?=0,996), permitiendo la
cuantificacion de los azucares reductores liberados en los ensayos enzimaticos. Se detectaron actividades de celulasa,
xilanasa y a-amilasa en los extractos de T. harzianum, con predominio de la actividad xilanasa. La optimizacion del
ensayo B-1,3-glucanasa permitio seleccionar como condiciones finales 250 plL de extracto enzimatico diluido 1/50, 150
uL de laminarina y 30 min de incubacion a 37 °C, reduciendo tanto el consumo de extracto como el de sustrato.

decrecientes de laminarina.
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CONCLUSIONES

La optimizaciéon del ensayo laminarina-DNS permitié establecer un método reproducible para determinar actividad -
1,3-glucanasa en extractos de Trichoderma harzianum, reduciendo el consumo de extracto y sustrato sin afectar la
respuesta analitica.
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