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Introduccion. Amylomyces rouxii, aislado de un efluente
de la industria del papel (1), se caracteriza por producir
tirosinasa extracelular a diferencia de otros hongos que la
producen intracelularmente. Esta enzima es empleada en
la degradacion de compuestos xenobiéticos, en la
fabricacion de electrodos, en cosméticos, etc. Se
demostr6 que A. rouxii también produce proteasas
extracelulares (1, 2).

El objetivo de este trabajo fue determinar actividades de
las enzimas extracelulares, proteasas y tirosinasas
producidas por A. rouxii, asi como el efecto de diferentes
inhibidores sobre la actividad de dichas enzimas.

Metodologia. Se realizaron fermentaciones sumergidas
utiizando medio Melin-Norkrans. Los extractos se
obtuvieron a partir del caldo de cultivo y se midié la
actividad enzimética. Para la actividad monofenolasa de
la tirosinasa se empled como sustrato L-Tirosina y para la
difenolasa, 4-tert-butilcatecol (TBC) vy Metil-dopa-
hemihidratada (3). La actividad proteasa se midié sobre
Azocaseina (1% p/v) y Hemoglobina (1 % p/V9 (4). Los
inhibidores empleados para tirosinasas y proteasa fueron
acido Koji, 5.5 mM, y Cocktail de proteasas, 100 pl,
(Sigma) respectivamente,

Resultados y discusiéon. Se encontré actividad mono y
difenolasa para los sustratos empleados, siendo el TBC
el sustrato mas reactivo con una actividad especifica de
14,844 U mg proteina™, lo cual confirma la presencia de
una tirosinasa extracelular. Asi mismo, se observé que al
inhibir las proteasas se produce un incremento en la
actividad (16,250 U mg proteina™) de la tirosinasa. Al
emplear el ac. Koji la actividad de tirosinasa disminuye en
comparacion del control sin inhibidor y el cocktail de
proteasas, independientemente del sustrato utilizado
(tabla 1).

Tabla 1. Efecto de inhibidores sobre las actividades mono y
difenolasas en tirosinasas extracelular

Actividad especmca
(U mg proteina” )

Tratamiento DOPA TBC L-Tirosina

(4.2mM) | (3mM) (0.2mM)
Control (sin 12 14,844 3,516
inhibidor)
Acido Koji 7 10,208 1,875
Cocktail 12 16,250 4,531
de.proteasas

A. rouxii produce proteasas de tipo acidas al presentar
una mayor actividad, 2.98 x10° U mg proteina®,
empleando como sustrato hemoglobina a pH de 3.5,
mientras que con azocaseina (para determinar proteasas
basicas) la actividad fue menor, 5.18 x 10° U mg
protefna™, a pH de 7.5 (tabla 2). Al emplear el inhibidor
de proteasas comercial se observd que la actividad
proteasa disminuyé 58 % y se incrementé al doble la
actividad tirosinasa. De acuerdo a lo anterior se puede
suponer que estas proteasas poducidas por A. rouxii
tienen un efecto sobre las tirosinasas producidas por el

mismo hongo.

Tabla 2. Efecto de inhibidores sobre las actividades de

proteasas basicas y acidas extracelular

Actividad especn‘lca
(U mg proteina” )

Tratamiento Azocaseina | Hemoglobina
Control 5.18x10° | 2.98x10°
(sin inhibidor)

Cocktail 6.51x10° | 1.74x10°
de.proteasas

Conclusiones. La tirosinasa extracelular que produce A.
rouxii se ven afectada en presencia de proteasas de tipo
acidas. Usando inhibidores inespecificos para proteasas
se consiguié disminuir este efecto, aumentando la
actividad especifica de la tirosinasa, sin embargo, para
posteriores estudios, el uso de un inhibidor especifico de
proteasas acidas podria conseguir una mayor inhibicién y
por tanto, un probable aumento de la actividad tirosinasa.
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