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RESUMEN 

Se determina la presencia de proteasas extra­
celulares (queratinasas). "in vitro' en cepas de 
hongos queratinollticos y queratinofllicos aislados de 
suelos chilenos. 

Se cultivaron durante 15 a 30 dlas siete cepas de 
hongos queratinojTlicos, tanto en agitación como en 
forma estática y seis cepas de hongos queratinollticos 
sólo ell forma estática, ell medio liquido que cOlltie­
lIe pelo humano tratado como sustrato queratinoso. 
Las proteasas extracelulares fueron aisladas y 
purificadas por croma!ografta ell columna sobre 
Sephada G- 75. Mediante la electroforesis en gel de 
poliacrilamido se detectan bandas de proteina de 
peso moleculal' entre 38000 y 4(}()(}() para Scopu· 
larlopsls brumptil, lnocladlum atrum, Botryo­
tricbum pilullferum, Auxarthrou umbriDum y 
GymnOBscus ' reessll, comparables COIl la obtenido 
pal'a Trlcbopbyton mentagropbytes, hongo utili­
zado como c01ltro4 lo cual neva a postulal' que las 
enzimas com:spollden a queratinasas. 

INTRODUCCION 

a queratina presente en la naturaleza prefe-

L rentemente en la piel y anexos de los verte­
brados, es una protefna fibrosa, que difiere 

de otras por su alto contenido de cistina (sobre un 

• proyecto fl1Wletado _ por tí Du'ecaon de Inveatipci6n 
Cienlffica y Te<nológica U. de Valporako N" 9/81>. 

SUMMARY 
(Extracellular piOI (~) 
in r.erntirlqiúlic ~ ~ fran 
drilEB'l soils. Preliminary st:J,.qy ] 

17Ie productioll of extracellulal' proteases 
(kera!inases) "in vitro' in strains of keratinolytic and 
keratinophilic fungi isola!ed from chilean soils is 
evaluated. 

17Ie detectioll of these proteases ill sevell strains 
of kertinophilic fungi is determi1la!ed by means of 
shaking and static cultures, and six strains of 
keratinolytic OIIes, only by static cultures. 17Iese 
fullgi are inocula!ed in liquid medium wi/h human 
hair trea!ed as keratinous substrate. 

17Ie extracellular proteases are isola!ed and 
purijTca!ed by Spehadex G- 75 cohm! chroma­
tography. 17Ie proteins bands are detected by 
poliacrilamide-gel electrophoresis, and was 
compared in Iheir molecular weights (estimatiolls 
between 38000 and 4(}()(}()) wi/h /he cOlltrol straill 
used (TrIcbopbyton mentagropbytes) and Scopula· 
rlopsls bnunptil, lnocladlum atrum, Botryo­
trlcbum pUullferum, Auxartbron umbrlnum and 
GymnOBScus reessll , it is cOllcluded tila!: /he 
presence of /hese enzyme would presumably be 
considered as keratinases. 

18%). Se piensa que los puentes dis6lfuro pre­
sentes en la cistina serían los responsables de la 
estabilidad de la molé<:ula de queratina haciéndola 
más resistente a la digestión enzimática. A pesar de 
ésto, no se acumula en la naturaleza y ciertos agen­
tes biológicos presumiblemente ocasionan su de­
gradación (Deshmukh y Agrawal 1982; Noval y 
Nickerson 1959; Kunert 1975). 

En la biodegradación del material queratinoso 
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participan una variedad de microorganismos, entre 
los cuales algunas especies fúngicas son altamente 
especializadas como los Onygenales y taxa relacio­
nados (Currah 1985). 1,.os hongos que colonizan el 
tejido queratinizado inicialmente fueron denomi­
nados queratinofllicos (De Vries 1962). Es necesa­
rio hacer una distinción precisa entre aquellos hon­
gos que son capaces de degradar la queratina y los 
que solamente utilizan derivados de su degradación 
parcial o sustancias asociada a ella (cemento inter­
celular y residuos protoplasmáticos). A los primeros 
se les denomina queratinolíticos y a los segundos 
queratinofllicos. Esta distinción es aún díficil de 
aplicar por la carencia de datos específicos sobre la 
capacidad degradativa de estas especies (Filipello y 
Luppi 1980-81). 

Los dermatofitos (Onygenales y anamorfos re­
lacionados) son un grupo de hongos que se carac­
terizan tanto fisiológica como ecológicamente por 
su habilidad para descomponer la queratina y usar 
este compuesto como fuente básica de carbono y 
nitrógeno. Mientras las especies saproffticas degra. 
dan los remanentes presentes en el suelo, las espe­
cies parásitas atacan principalmente al estrato cór­
neo de la epidermis y anexos de los animales (in­
cluyendo las aves y el hombre) (Kunert 1981; 
Wawrzkiewicz y col. 1987). 

El mecanismo por medio del cual el dermatofito 
ataca y digiere este sustrato tan resistente, es uno 
de los problemas centrales de la fisiología de los 
hongos queratinolíticos. 

Aunque algunos autores toman en considera­
ción la acción mecánica de la penetración del mi· 
celia en la queratina insoluble (Raubitschek 1961), 
la mayoría han puesto más atención a los procesos 
químicos y enzimáticos (Deshmukh y Agrawal 
1982; Yu y col. 1968, 1969 a y b, 1971). Es probable 
que en analogía a otros organismos queratinollti· 
cos, los hongos sean capaces de denaturar el sus­
trato antes que ocurra la degración proteica. El 
mecanismo de la denaturación fue investigado pri. 
meramente desde el punto de vista de la reducción 
enzimática de enlaces disúlfuro que forman la base 
de la estructura de la queratina (Weary y Canby 
1969; Weary y col 1965). Sin embargo, la existencia 
de tal reducción no está claramente demostrada 
en los hongos. Otros autores consideran la de ami­
nación de aminoácidos y péplidos una vía de reac­
ción, que lleva a una denaturación gradual de la 
queratina por el medio alcalino producido (Ziegler 
1964; Ziegler y B6hme 1969). Una nueva hipótesis 
se basa en el descubrimiento que los dermatofitos 
oxidan cistina no sólo a sulfato, sino también a sul­
fito. En un medio neutro y alcalino el sulfito rompe 
el enlace disúlfuro de la cistina dando cisteína y S· 
sulfocisteína de acuerdo a la ecuación siguiente: 
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Este proceso denominado ' sulfitolisis', tiene lu­
gar con residuos de cistina en péptidos y proteínas. 
Dado que los dermatoCitos son capaces de producir 
sulfito no solamente sobre cistina, sino aún cuando 
crecen sobre queratina, los enlaces disúlfuro del 
sustrato pueden romperse precisamente por esta 
vía ~unert 1972). En una etapa posterior a la sul­
fitolisis, la queratina sería degradada por acción 
enzimática (Alvarez y Bracalenti 1984). 

Las enzimas degradadoras de sustratos querati­
nizados, descritas como queratinasas, han sido pu­
rificadas y caracterizadas en Trlchophyton menta­
gropbytes (Yu y col, 1969a, 1971), Mlcrosporum 
canis (Takiuchl y col, 1981,1982,1984), Streptomy­
ces fradlae (Noval y Nickerson 1959; Nickerson y 
Durand 1963) y ~t1nomyces ajelloi (Ruffin y col 
1971). Estas enzimas exocelulares pueden jugar un 
rol prominente no sólo en el crecimiento y multi· 
plicación de los hongos (asegurando el abaSteci­
miento de nutrientes desde componentes proteicos 
de la pie~ pelo o uñas), sino qv también en la in­
fección de los tejido • .lel hospedero. 

En investigaciones acerca del papel de estas 
queratinasas en enfermedades de la piel (dermato­
fitosis), se ha encontrado que ellas se producen du­
rante la infección y que no s6lo estos son impor­
tantes para la penetración e invasividad, sino que 
también en las reacciones de hipersensibilidad aso­
ciadas (Grappel y Blank 1972; Sanyal y col. 1985). 

Considera."ldo las experiencias y conclusiones 
logradas por diversos autores con cepas de hongos 
queratinollticos, en la presente investigación se rea­
liza un estudio comparativo de las proteinasas ex­
traceluiares en cepas fúngicas queratina líticas .y 
queratinofilicas, sapr6Citas, potencialmente patóge­
nas y patógenas, propias de suelos chilenos o de 
origen zoofílico. La presencia de estas enzimas en 
una población fúngica enfrentada a un sustrato 
queratínico diverso, podría permitir su degradación 
en condiciones ambientales favorables y represen­
tar no sólo una ventaja nutricional esencial o adi­
cional para el hongo, sino una fuente de contagio y 
por ende, un peligro epidemiológico de importan­
cia en Salud Pública. 

Por los antecedentes comentados se postula: la 
presencia de un complejo de proteasas extracelula­
res en hongos queratinofllicos de suelos chilenos, 
capaces de degradar la queratina 'in Vitro'. 
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MATERIALES Y METODOS 

1. Se estudiaron trece cepas fúngicas aisladas de 
suelos chilenos mediante la técnica del anzuelo 
q~eratínico modificada (Orr 1969), de las cuales 
seIs corresponden a cepas quera tinolíticas y 
siete a cepas queratinofíl icas. 
Cepas queratinolíticas: Tricbophyton menta­
grophytes Blancbard 1826 varo granulosum; 
Auxarthron umbrínum Orr 8i Plunkett 1963; 
Cbrysosporium tropicum Carmichael 1962; 
Complex Mícrosporum gypseum-fulvum U ri­
buru 1909; Microsporum canis Boclin 1902; 
Gymnoascus reessil Baran 1872 
Cepas queratinofílicas: Ulocladium atrum 
Preuss 1852; Scopulariopsis brumptii Salvanet­
D uva11935; Scopulariopsis candida (Guéguen) 
Vuillemin 1911; Phialophora verrucosa MedIar 
1915; (= Phialophora. americana (Nannf.) 
Hughes 1958; Botryotr ichum piluliferum Sacc. 
& March 1885;Paecilomyces li lacinus (Thom) 
Samson 1974. 

2. Activación de cepas fúngicas: 

Se utilizaron como medio de activación Agar 
Corn·Meal y Agar Malta, en tubos extenclidos, 
tanto para las cepas queratina líticas como para 
las queratinofílicas. Los cultivos se incubaron a 
270C durante un tiempo de activación que varía 
de acuerdo a la especie. 
Previo a la preparación del inoculum fúngico se 
realizó en cada cepa una observación macro y 
microscópica para comprobar su morfología, 
pureza y estado de crecimiento. 

3. Preparación del inóculum fúngico: 

De las cepas activadas se removieron las espo· 
ras o los conidios con agua destilada estéril, con 
ayuda de un asa y bajo suave agitación hasta 
formar una suspenSión. El fluido obtenido se 
ajustó con agua destilada estéril a un 90% de 
transmitancia meclida a 630 nm, lo que equivale 
aproximadamente a 10 unidades formadoras 
de colonias/mi (Me. Ginnis 1982). 

4. Siembra e incubación de las cepas fúngic.ns : 

Al medio de cultivo líqu~do ~ineral, se aplica· 
ron aprOXImadamente 10 umdades formadoras 
de colonias por cada 100 mi de medio. 
Las cepas queratinolíticas se mantuvieron en 
cultivo estático por 15 días ' a 26°C ± 10C y las 
queratinofílicas durante 30 dlas con agitación 
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rotatoria a 175 rpm y 260C± 10C (Yu y col. 
1968,1969) paralelamente en cultivo estático a 
26 C+ lOe. 
La cepa queratinolítica, Trichophyton menta­
gropbytes var. granulosum se ut il izó como cepa 
control en todas las experiencias realizadas. 

5. Evaluación de la actividad quera tinolftica en fil­
trados de los cultiv.os 

La evaluación de la actividad queratinolítica se 
realizó en la mitad del perfodo de crecimiento 
(7 dfas para las cepas queratinolíticas y 15 días 
para las cepas queratinofílicas) , en una alicuota 
tomada desde el medio de cultivo. Previa filtra­
ción, se efecturon las siguientes determinacio­
nes: 

Concentración de ion Hidrógeno; de termi­
nada con un pH metro Orion Research Modelo 
211. 

Concentración de proteínas to tales; medida 
espectrofotométrica de acuerdo al Método de 
Layne (Layne 1957). 

Concentración de grupos sulfhidrilos libres; 
determinada mediante la metodología calori­
métrica de Saville (Saville 1958). 

. Daño estructural del pelo; el pelo obtenido 
desde el filtrado del medio, se examina bajo 
microscopio óptico en una preparación con 
azul de algodón (English 1965, Deshmukh y 
Agrawal1982). 

Las determinaciones de la actividad queratina · 
lítica 'se realizaron nuevamente al fInal del pe· 
ríodo de crecimiento (15 días para cepas quera· 
tinolíticasy 30 días para cepas queratinofílicas) . 

6. Ensayos y purificación enzimáticas: 

En el liofilizado del filtrado de cultivo se realizó 
la medición de la actividad específIca querati· 
nolítica de las enzimas presentes en este ex­
tracto crudo (Yu y col. 1968, Takiuchi y col. 
1982), según el protocolo detallado a continua­
ción: 

TUBOS 1 2 3 4 

Sustrato' (mg) 50 50 
Material enzimá· 
tico (mg) 1.5 1.5 
Buffer fosfato" (mI) 5 5 5 5 

, Como sustrato se utilizó pelo tratado (Yu y col. 1968,1969). 
., ~u[fer fosfato 0.028 M que contiene MgS04 0.001 M (pH. 
8.0). 49 
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El set de tubos se incubó a 370C ± 10C en baño 
de agua durante una hora, a! cabo de lo cual se 
detiene la reacción sumergiéndolos en agua 
helada por 5 minutos. El sustrato remanente es 
removido por filtración midiéndose la absor­
bancia a 280 nm, utilizando como blanco a! tubo 
1 (tubos 2 y 3 son controles). Los valores de ab­
sorbancia corregida fueron convertidos en Uni­
dades de Queratinasa (1 KV = 0.1 de absorban­
cia corregida), y la actividad específica se ex­
presa como KU /mg de proteínas (Takiuchi y 
col. 1981). El contenido de proteínas de las so­
luciones fue determinado por espectrofotome­
tro a 280 y 160 nm de acuerdo al método de 
Layne (Layne 1957). 
Del liofilizado del extracto crudo se pesó O.5g, 
disueltos en 0.5 mi de buffer fosfato salino 
O.028M, conteniendo NaCl 0.1 M (pH 7.55) . La 
solución obtenida fué purificada a través de una 
columna cromatográfica de Sephadex G-75 (Ta­
kiuchi y col. 1982, Ansari y Stevens 1983). La 
columna (6x125 mm) se equilibró y eluyó con 
buffer fosfato salino con un flujo de 12 mlh·1

, 

recogiéndose fracciones de 0.5 mI. A cada 
fracción se adicionó 2 mi de buffer, midiéndose 
la absorbancia a 280 nm y determinándose las 
Unidades de Queratinasa de acuerdo al 
siguiente protocolo: 

TUBOS 1 2 3 4 

Sustrato' (mg) 12.5 12.5 
Extracto enzimá-
tico (mi) 0.5 0.5 
Buffer fosfato" (mi) 5 5 4.5 4.5 

'Como sustrato se utilizó pelo tratado (Yu y col 1968,1969). 
" Buffer fosfato 0.028 M que contiene MgSO 4 O.()()1 M (PH 
8.0). 

El set de tubos recibió el mismo tratamiento 
que fue aplicado a la determinación de Activi­
dad Específica. 
Las fracciones que contienen la enzima fueron 
combinadas, dializadas contra agua destilada 
durante 48 horas, con recambio de agua a las 24 
horas y liofilizadas. 
En el liofilizado del extracto purificado fue de­
terminada la Actividad Específica Queratinolí­
tica siguiendo el mismo esquema usado en el 
extracto crudo. 

7. Caracterización electroforética del extracto en­
zimático crudo y purificado 
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La electroforesis monodimensiona! se desarro­
lló en gel de poliacrilamida al 10% a pH 8.0 a 
5mA por placa durante 18 horas, según el Mé­
todo de Laemmli (Laemmli 1970) . 
Alicuotas de 50 ul. de soluciones de extractos 
enzimáticos crudo y purificado, y de una pro­
teína estándar se incoporaron al gel laminar el 
cual se desarrolló con buffer Tris 0,025 M que 
contenía glicina 0.348 M Y SDS 0.1% (PH 8.3). 
La detección fué realizada tiñendo el gel com­
pletamente con azul brillante Coomassie R-'250. 

8. Protocolo de trabajo 

(ver Página 51) . 

9. Análisis estadísticos 

La actividad fisiológica de los hongos querati­
nofíl.icos y queratinolíticos fué analizada mé­
diante técnicas de (ANVA) de Varianza a uno y 
dos criterios de clasificación para cada una de 
las variables que miden la actividad considera­
das como respuesta: pH, proteínas y grupos 
sulJbJdrilos. Estas variables jueron medidas en 
dos tiempos: a los 15 y 30 dias de crecimiento 
en los hongos queratinofílicos y a los 7 y 15 días 
en los queratinolíticos. Los modelos de ANV A 
utilizados se postularon para la diferencia de 
esas variables respuestas entre los dos tiempos 
considerados. 
La actividad de los hongos queratinofílicos fué 
comparada con la de un hongo queratinolítico, 
(T. mentagrophytes) considerado como control 
y fué estudiado bajo dos condiciones: con O sin 
agitación. La actividad de los queratinolíticos, 
en cambio fué comparada sólo entre ellos y se 
estudió en cultivo estático. 

RESULTADOS 

1. Cepas Queratinolfticas 

Para todas las cepas en el período de estudio el 
pH se mantuvo sin variaciones apreciables, las 
protel'nas mostraron un incremento mientras 
que la concentración de los grupos sulfhídrilos 
decrecieron (Fig. 1, Tabla 1). Ch. tropicum fue 
la especie que más difiere en pH respecto al 
control (T. mentagropbytes) (p .::: 0.001). Las 
otras, en menor medida fueron A. umbrinum, 
M. gypseum, y M. canis (0.01 < p <' 0.05) G. re­
essii, no difiere siguificativamente (Tabla 1). 
En cuanto al incremento de proteínas entre los 
7 y 15 días, este resultó en general significativo 
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8. Protocolo de trabajo 

OueratiJ,tofílicos 
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Activación de cepas Medio de cultivo lIquido minera! 

I I 
Inoculum fúngico Esterilización 

Ino~ión de las cepas a! medio d¿O 

Cultivo estático y con 
agitación ¡,otatoria 

Cultivo estático 

Alicuota 15 - 30 días Alicuota 7 - 15 días 

~a! 'ó d "d dO /1'" Ev uaCl n e ActlVI a ueratmo mea 

1. Determinación de pH 
2. Determinación de proteínas totales 
3. Determinación de grupos sulfhidrilos libres 
4. Daño estructural del pelo 

I 
Liofllización de extracto crudo 

I 
I 

Oueratinolíticos 

Actividad E specífira Oueratinolítica Purificación enzimática 

I 
I 

Determinación de Unidades Electrororesis 
de Oueratinasa KU /ml 

I 
Diálisis y Liofilización 

I 
Actividad Específica Oueratinolítica 

I 
Electroforesis 
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(0.01 <p .cO.05), siendo mayor en los hongos sa­
pr6fitos que en los patágenos (Tabla 1). 
De las cinco cepas queratina líticas cuya activi­
dad se compar6 con el control, s6lo presentaron 
diferencias estadísticamente significativas Ch. 
tropicum (p<0.001 para pH y P = 0.004 para 
proteínas), M. gypseum (p = 0.011 para pH y P 
= 0.003 para proteínas) y A. umbrinun (p = 
0.021 para pH). Para los grul'0s sulfhidrilos no 
se observaron diferencias significativas. 

1.1. Actividad Especifica 

En las seis cepas queratinolíticas se ob­
serv6 un incremento de la actividad espe­
cífica desde el extracto crudo a! purificado, 

FIGURA 1 

Valores promedios de pH (a), proteínas (b), 
grupos sullbldrilos (e), registrados a los 7 y 15 
días de cultivo (T. mentagrophytes como control) . 
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siendo la cepa control la que presento un 
mayor incremento (Tabla 2). La diferencia 
de la actividad específica entre los 7 y 15 
días fué si~cativa en general (p<O.OOl ) . 
Tanto los mcrementos de actividad especí­
fica como los promedios de KU I mg para 
el extracto purificado fueron, en genera! 
estadisticamente significativos (p < 0.001). 
Por otra parte s610 M. gypseum no pre­
sent6 diferencias significativas de incre' 
mento (entre crudo y purificado) respecto 
a! control. Las demás cepas obtuvieron 
significaciones de p < 0.001. S610 A. um­
brlum no present6 diferencias significati­
vas de KUj mg en promedio de KUj mg 
para el extracto purificado, respecto a! 
control. Las demás cepas obtuvieron sig­
nificaciones de p <0.OO2. 
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1.2. I)año estructural del pelo 

Entre los 7 y 15 días todas las cepas se ad­
hirieron al pelo. Sólo evidencias de mar­
eada erosión se observaron en la cepa 
control y de moderada erosión en A. um· 
brium, Ch. troplcum y M. gypseum. 

1.3. Electroforesis en gel 

La cepa control presentó una fuerte banda 
ubicada en la zona de peso molecular 
34700 • 45000, estimándose su peso entre 
38000 y 40000. Para A. umbrlnum se ob· 
servó una banda con características simila­
res, en tanto que Ch.tropicum la 'presentó 
entre 40000 y 45000 Y G.reessii (muy dé­
bil) en posición similar a la del control 
(Fig.2) . 

Abreviaturas: 

T.m. Trichophyton mentagrophytes; A.u. 
Auxarthron umbrlnum; Ch.!. Chrysosporium 
tropicum; M.g. Microsporum gypseum; M.C. 
Microsporum canis; G.re Gymnoascus reessii ; 
B.p. Botryotrichum piluliferum; G.ro. Gliocladium 
roseum~ P.I. Paecilomyces liIacinus; P.v. 
Phialophora verrucosa; S.c. Scopulariopsis 
candlda; S.b. Scopularlopsis brumptii; U.a. 
Ulocladium atrum 

TABLA NO 1 

Promedios de pH, Protelnas (mg/ml) y grupos Sulfuldrilos (ug. cistelna/ml) 
a los 7 y 15 días de cultivo para las cepas de hongos queratinollticos 
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2. Cepas queratinoffiicas 
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Para todas las cepas el pH se mantuvo más O 
menos constante; las proteínas presentaron un 
incremento y los grupos sulfhidrilos lo contrario 
en el período de 15 a 30 días. Al comparar la 
condición (sin y con agitación) en las variables 
en estudio) se observó un incremento notorio en 
el caso de las proteínas. (Tabla 3). 
La interacción entre cepa y agitación resultó 
significativa (pH 0.01 < P < 0.05; proteínas 0.01 
< P < 0.05; grupos sulfhidrilos p < 0.01). 
Las diferencias entre las combinaciones de cepa 
y agitación resultaron también altamente signi­
ficativas: para pH (p < 0.001); proteínas (p < 
0.001); grupos sulfhidrilos (p < 0.01). 

De la comparación entre las diferencias de . 
las variables a los 30 y 15 días para cepas culti­
vadas en forma estática y en agitación, B. piluli­
ferum, P. lilacinns, S. candída y S. brnmptii se 
comportaron estadísticamente iguales para pH, 
en tanto que G. roseuro es la que más difirió (p 
< 0.01); las restantes presentaron un compor­
tamiento intermedio, detectándose diferencias 
significativas en T. mentagrophytes y P. verru­
cosa (0.01 < P < 0.05) Y U. atcum (0.05 < p < 
0.10). Para T. mentagrophytes y P. Iilacinus las 
proteínas difieren entre una u otra condición (p 
< 0.001), mientras que el resto no presenta dI­
ferencias significativas excepto para S. candida 
(0.005 < p < 0.10). 
En los grupos sullhidrilos se observan discre· 
pancias significativas del comportamiento en 
agitación y estático, sólo para G. roseum y S. 
candida (p < 0.01). 
La variación de pH para todas las cepas en 
agitación, excepto S. brumptii fué estadística· 
mente igual al control. Para las cepas cultivadas 
en forma estática sólo S. brumptii (p < 0.001), 
B. piluliferum (p < 0.01) Y P. liIacinus (p < 
0.05) presentaron diferencias significativas res­
pecto al control. En cuanto a las proteínas para 
el (cultivo estático), todas las cepas se compor­
taron estadísticamente igual al control, en cam­
bio, en agitación sólo P. Iilacinus no tuvó dife­
rencia significativa. En el comportamiento de 
los grupos sulfhidrilos en cultivo estático rué 
estadísticamente igual al control sólo B. piluli. 
ferum, S. can di da y U. atrum. En agitación too 
das las cepas fueron estadísticamente igual al 
control, excepto G. roseum (0.05 < p < 0.10) Y 
S.candida (0.01 < P < 0.05). (ver Tabla 3). 

2.1. Actividad específica 

En todas las cepas estudiadas tanto en la condi­
ción de estático como agitación, la actividad es· 

pecífica aumenta desde el extracto crudo al pu­
rificado (Tabla 4). Las cepas incubadas bajo 
agitación presentaron en general una mayor ac· 
tividad que las de cultivo estático; en ambas 
condiciones T. mentagropbytes presentó la ma­
yor actividad tanto para el extracto crudo como 
para el puríficado, mientras que en P. verrucosa 
y G. roseum no se presentó en ninguna condi­
ción, para ambos extractos. 
La interacción entre hongo y condición resultó 
altamente significativa (p < -0.001) tanto para 
la diferencia de Actividad Específica, como para 
la actividad específica en el extracto purificado. 
Para la diferencia de actividad específica. sólo 
G. roseum, P. verrucosa y S. candida, se com­
portan estadísticament iguales. Un comporta­
miento similar se observa en la comparación de 
la actividad específica del extracto purificado 
para las cepas en estudio. Al contrastar cada 
cepa para ambas variables (diferencia y activi­
dad específica en el extracto purificado) con el 
control, todas tuvieron un 'com portamiento es­
tadísticamente diferente (p < 0.001), en ambas 
condiciones (sin y con agitación). 
Se presenta el perfIl cromatográfico de fil tra­
ción en gel sobre Sephadex 0-75 para U. atrum 
y la cepa control en la Fig. 3 determinándose la 
absorción en cada volumen eluído. 

TABLA N° 2 

Promedíos de actividad específica (Ku/mg) en el 
extracto crudo . purificado y diferencias entre 
ellos para las 6 cepas de hongos queratinoIíticos. 

Cepa de N° de 
Hongo Muestra Crudo Purificado Diferencia 

T.m. 3 1,813 3,197 1,383 

(Con"o!) 
A.u. 3 0,837 3,127 2,290 

Ch.' 3 2,460 3,063 0,603 

M.g. 2 1,525 2,920 1,395 

M.C. 2 2,095 3.010 0,915 

G. re 3 1,207 3,053 1,846 

2.2. Daño estructural del pelo 

Las cepas en cultivo estático tienden a al­
terar menos el pelo que el control, lo mismo ocurre 
en agitación. Para el parámetro erosión P. verru .. 
cosa y G. roseum discreparon totalmente del con­
trol (ya sea en agitación como estático) y P. liIaci· 
nos, S. Iirumptli y U: slrum oajo agi'tación son 
similares al control. (Tabla 5) . 
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FIGURA 2 

Eleetrororesis en Gel de poliacrilamida, pa ra las cepas: T. mentagrophytes (control). A. umbrinum, Ch. 
tropicum y G. reessil. 

5.9A 66.000 

QA. 45.000 
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T 
24.000 

T.m. A; u . O1.t. G.re. 
(control ) (Abreviaturas en página 53) 

TABLA N° 3 

Promedios de pH, Protefnas (mg/ml) y grupos sulfufdrilos (ug. cisteina/ mya los 15 y 30 dfas de cultivo y 
su variación para las 7 cepas de hongos queratinoffiicos y el control sin y con agitación. 

Cepa de N° de pH Proteínas Grupos 
Sufuídrilos 
Hongo muestra 15 ds. 30 ds. variac. 15 ds. 30 ds: variac. 15 ds. 30 ds, variac 

T.m. sin 3 7,553 7,710 0,017 111 ,033 301,567 14,867 6,679 4,652 -0,714 
con 2 7,565 7,720 0,155 213,800 474,650 260,850 5,642 5,086 .{J,555 

(Control) 
B.p. sin 2 7,555 7,725 0,170 239,400 244,150 4,750 3,977 3,431 .{J,546 

con 7 7,560 7,673 0,113 246,186 326,286 80,100 4,332 3,799 .{J,533 
G.ro sin 2 7,715 7,740 0,025 180,650 214,150 33,500 3,555 3,443 .{J,112 

con 5 7,494 7,704 0,210 192,900 232,240 39,340 3,577 2,507 -1,070 
P.I. sin 2 7,560 7,725 0,165 162,700 244,150 81,450 2,683 2,664 .{J,019 

con 5 7,688 7,876 0,188 369,940 696,120 326,180 4,202 3,618 .{J,585 
P.v. sin 2 7,600 7,575 .{J,025 97,600 118,550 20,950 3,296 3,181 .{J,I15 

con 3 7,520 7,617 o,m 259A33 361,567 102,133 3,609 3,107 .{J,502 
S,C. sin ' 2 7,600 7,685 0,085 213,150 244,750 31,600 3,826 3,565 .{J,260 

con 4 7,533 7,642 0,1I0 234,950 373,875 138,925 4,528 3,201 -1,328 
S.I> sin 2 7,580 7,845 0,265 243,250 274,800 31,550 3,622 2,301 -1,321 

con 5 7,530 7,782 0.252 211,800 269,100 57,300 3,646 2,868 .{J,m 
U .a. sin 2 7,670 7,705 0,035 145,550 184,000 38.450 4,195 3,642 .{J,553 

cOn 3 7,613 7,753 0,140 460,133 570,367 110,233 4,399 3,489 .{J,910 
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FIGURA 3 

Perfil cromatográfico de filtración en Gel, según condición (sin y con agitación) para la cepa 
queratinoffiica U.atrum y para el control (T. mentagropbytes). 
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Eleetroforesis en Gel de polierilamida, para las cepas queratinoffiicas B. piluUferum, U. atrum, S. 
brumptii y P.lilacinus, y . para el control (T. mentagropbytes). 
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TABLA N° 4 

Promedio de actividad especffica en extracto crudo 
y purificado para las 7 cepas de hongos quera tino­
micos yel control, sin y con agitación 

Condición Cepa de N° de 
Agitación. Hongo Muestras 

Sin T.m. 
(Control) 

Con 
(Control) 

Sin s.P. 
Con 
Sin G.ro 
Con 
Sin P.I. 
Con 
Sin P.v. 
Con 
Sin S.C. 
Con 
Sin S.b. 
Con 
Sin U.a. 
Con 

(Abreviaturas en página 53) 

3 

2 

2 
7 
2 
5 
2 
5 
2 
3 
2 
4 
2 
5 
2 
3 

Extrac;to 
Crudo Purificado 

1,887 

2,0.30. 

0.,420. 
0.,443 
0.,000. 
0.,000. 
0.,385 
0.,754 
0.,000. 
0.,0.00 
0.,0.80. 
0.,100 
0.,235 
0.,280. 
0.,60.0. 
1,30.3 

3,213 

3,275 

0.,965 
1,0.29 
0.,000. 
0.,000 
0.,925 
1,374 
0.,000 
0.,000 
0.,250. 
0.,272 
1,065 
1;330. 
1,255 
2,787 

Al comparar en la Fig 4 ·1a migración elec­
troforética de las cepas queratinofílicas 
con el control óbservamos que S. brumptii 
muestra una banda similar a la de éste, es­
timándose suPM entre 38000 y 40000, en 
cambio para U. atrum y B. piluliferum se 
observó un conjunto de bandas entre 
35000 y 40000, las ' cuales son más intensas 
para U. atrum: En P. lilacinus pudo apre­
ciarse una banda muy nítidil entre 40000 y 
45000 Y además una mucho más leve entre 
38000 y 40000. 

D1SCUSION 

Al estudiar las cepas queratinolíticas y quera ti­
nofilicas no observamos una alcalinización del me­
dio como postula Ziegler (1964) y Ziegler y B6hme 
(1969), lo cual nos induce a pensar que la degrada­
ción de queratina no ocurriría por este mecanismo. 
Todas las cepas queratinolíticas tuvieron un com­
portamiento diferente al del control (T. menta­
gropbytes), salvo G. reessii, llama la atención en 
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este hecho que un hongo zoo-antropoú1ico tenga 
un comportamiento similar a un geofílico. En cam­
bio . para las queratinofílicas el comportamiento es 
similar tanto en los cultivos en agitación como es­
táticos. Las discrepancias posiblemente se deben a 
los patrones de crecimiento individuales de cada 
cepa (que influye en la variación de pH). Las simi­
litudes para nosotros no tienen una clara interpre­
tación por la metodología. aplicada en este caso. 

El incremento en la concentración de proteínas 
para las cepas queratinolíticas y queratinofílicas se 
atribuye a la liberación de .proteasas por parte del 
hongo y a la acción de éstas sobre el pelo. 

En las cepas queratinolíticas se muestran las 
diferencias en la concentración de proteínas entre 
las cepas parásitas (menor) y las saprofíticas (ma:-.. 
yor), debido quizás a .una restricción enzimática 
por la dependencia hacia el hospedero de las pri­
meras. En cambio a las cepas saprofíticas su ma­
yor dotación enzimática les permite enfrentar en 
mejor forma cambios nutricionales. 

Al comparar la cepa T. mentagropbytes con las 
cepas queratinofílicas se obserVó una mayor con­
centración de proternas en d control, ésto se debe 
presumiblemente a su capacidad demostrada de 
queratinolisis (Yuy col. 1968, 1969, 1971). 
Pensamos que la mayor concentración de proteínas 
que alcanzan U. atrum y P. Ulacinus se debe a la 
activación, de sistemas enzimáticos, con el fin de 
aprovechar el único sustrato que se encuentra en el 
medio como fuente de carbono y nitrógeno, lo que 
se explicaría por su ubicuidad y presencia constante 
en variados sustratos en la naturaleza que les con­
fiere una alta capacidad de competencia, casi como 
las .cepas especializadas para la degradación de este 
sustrato (queratina) . . 

En la comparación de los cultivos en agitación y 
estáticos en cuanto a proteínas, la condición pri­
merá es significativa para T. mentagropbytes y P. 
lilacinus, lo que demostraría que para estas cepas 
en particular, la agitación es un factor que influye 
en la liberación de ellas, además P. lilacinus es 
comparable en cuanto a su incremento de proteí­
nas a T. mentagrophytes (cepa cJasilicada como 
queratinolítica) . 

Sin embargo, en los grupos sulihidrilos se ob­
serva una disminución de su concentración entre la 
primera y segunda alicuota (correspondiente a los 7 
y 15 días para las queratinoliticas y a los 15 y 30 
días para las queratinofnicas), atribuible a la oxi­
daci6n de estos grupos tanto a sulfato como a sul­
fito, además de la oxidaci6n de cisteína a cislÍna. 

Lo anterior . se comprueba al comparar las va­
riaciones experimentadas por estos grupos para las 
cepas queratinolíticas y queratinofnicas respecti­
vamente. Esta variable se ve influenciada por el 
proc;eso de agitación debido a que éste facilita la 
oxigenaci6n en . el medio de cultivo. Este hecho 
avala la .hip6tesis formulada por Kunert (1972) de 
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TABLA NQ 5 

Daño estructural del pelo observado a microscopía óptica (100X) a los 15 y 30 días de cultivo 
en hongos queratinoffiicos sin y con agitación, seg6n acción del hongo' 

Acci6n del Hongo 
Condici6n Cepa de N° de Intacto Adeherido Erosionado 
Agitaci6n. Hongo Muestra 15 ds. 30 ds. 15 ds. 30 ds. 15 ds. 30 ds. 

Sin T.m. 3 + + + + 
Con 2 + + + + 
Sin B.p. 2 + + ± 
Con 7 + + ± ± 
Sin G.ro. 2 ± + 
Con 5 + + 
Sin P.!. 2 ± + ± 
Con 5 ± + + 
Sin P.v 2 + + 
Con 3 ± ± 
Sin S.c. 2 + + ± 
Con 4 + + + 
Sin S.b. 2 + + + + 

S + + + + con 
Sin U.a. 2 + + ± + 
Con 3 + + + + 

(-): negativo ( + ): positivo ( ): leve 
• Se consideran los términos Intacto (no hay acción del hongo), Adherido (el hongo se observa rodeando el pelo o 

sobre él) y Erosi6n (evidencia de ruptura en la continuidad de la corteza). 

que la suUitolisis es un proceso previo a la acción . 
enzimática, lo que ha sido demostrado además por 
otros autores (Alvarez Y Bracalenti 1984; Ruffin y 
col 1971 y Ragot 1969). 

La observación mIcroscópica del pelo, paráme­
tro un tanto subjetivo, arrojó resultados que deben 
interpretarse con cautela. En los tiempos en que se 
efectuaron las observaciones, no se detectaron Ór­
ganos perforadores (English 1965) seguramente 
debido a la agitación y a las características del me­
dio de cultivo. Ante ésto y sobre la base de los re­
sultados anteriormente mencionados pensamos que 
la degradación de sustratos queratíoicos no se basa 
sólo en la acción mecánica de penetración del mi­
celio, sino que debe existir una acción conjunta con 
procesos proteolíticos y químicos. 

Respecto a la actividad específica de las protei­
nasas cabe hacer notar que se utilizó como sustrato 
pelo humano por su alto contenido en queratina. 
Analizando las cepas queratinolíticas se observó 
que todas presentan una actividad enzimática com­
parable a la del control, para el extracto purificado, 
pero ellas difieren estadísticamente. Sus valores 
lluct6an alrededor de 3.0 KU Img. lo cual no es 
comparable con lo descrito en la literatura para las 
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cepas que han sido previamente estudiadas, (M. 
canis 7.7 KU Img y T. mentagrophytes 4.02 
KU Img), realizados bajo la condición de agitación 
(Yu y col. 1969,1971; Takiuchi y col. 
1981,1982,1984). 

En las especies queratinofílicas en ambas con­
diciones de cultivo, se observa que la actividad es· 
pec(fica es mucho menor que el control; en P. ve­
rrucosa y G. roseum no se detectó actividad enzi­
mática lo que estaría indicando que bajo estas con­
diciones no producirían un complejo de proteasas 
capaz de degradar la queratina "in vitro". 

Es importante destacar que las cepas querati­
nofílicas estudiadas en el presente trabajo no han 
sido analizadas desde este punto de vista por Olros 
investigadores, de ahí que los valores de actividad 
específica no pueden ser comparados eon una cepa 
queratinofílica como control. 

Del electroforetograma para T. mentagrophy­
tes, se deduce que la banda observada podría asig­
narse al complejo de enzimas extracelulares, que­
ratinasas, descritas por Yu y col. (1969) ya que se 
encuentra en un rango de peso molecular seme­
jante al definido por este autor. Este complejo en­
zimático fue utilizado como patrón electroforétlco, 
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ya que uno de queratinasa pura fue para nosotros 
imposible de obtener. La comparación con la cepa 
control indicó que A. umbrinum y S. brumptii pre· 
sentan una banda que es prácticamnete igual a la 
de éste; una levemente diferente (p.M. algo supe· 
rior) se observó para P.liIacinus, además de bandas 
difusas para Ch. tropicum, G. reessii, B. pilulífe· 
rum y U. atrum. En general, todas estas bandas 
por sus características electroforéticas y por lo des· 
crito en la literatura, corresponden a una similar a 
la queratinasa aislada para T. mentagropytes. Las 
diferencias obtenidas pueden deberse al proceso 
de purificación o las características intrínsicas de la 
cepa analizada. 

Debido al número de cepas analizadas, no fue 
posible trabajar con cantidades mayores de medio 
de cultivo como se describe en la literatura. Esto 
fue una gran limitante, en la mejor caracterización 
de la enzima. 

Las cepas queratinofílicas se cultivaron bajo dos 
condiciones; estática, que emula la condición sa­
profítica, y en agitación, que semeja la condición 
parasítica (Raubitschek 1962). Está última, favore· 
ció la producción enzimática tanto para el control 
como para las cepas estudiadas. 

CONCLUSIONES 

Para la degradación de sustratos queratinosos, 

ProteasQS extra~elulares en upas fúngicas - M.A. Toro y col. 

en los hongos, parece ser necesaria la acción con· 
junta del efecto mecánico de penetración, un efecto 
quimico ('sulfitolisis"), y uno enPmático por la ac· 
ción de proteasas extra celulares. 

Todas las bandas de migración electroforética 
analizadas pueden corresponder a queratinasas ex· 
tracelulares, comparable al obtenido para T. meno 
tagrophytes. 

Las cepas queratinoHticas analizadas mostraron 
una actividad enzimática comparable (3.0 KU jmg), 
en cambio cinco de las siete queratinoflicas lo hi· 
cieron en menor grado. 

La presencia de queratinasas en A. umbrinum y 
G. reessii, dos miembros de las Onygenales con un 
marcado habitat coprómo y por lo tanto con capa· 
cidades celuloHticas francas, confirmaría su activi· 
dad queratinolítica no descrita con anterioridad, 
aunque es conocida su mia por este sustrato. 

A] parecer la competencia por la queratina no 
es exclusiva de las Onygenales y especies relacio· 
nadas, sino compartida por otros taxa como es el 
caso de U. atrum y P. liIacinus, especies de amplia 
difusión en diversos habitat geofílicos. La presen· 
cia de hongos queratinofílicos en una gran variedad 
de suelos nos permite catalogar a algunos, como 
seguramente a muchos otros aún no estudiados en· 
zimáticamente, como buenos competidores con es­
pecies más especializadas en varios sustratos pro· 
teicos semejantes o diferentes a la queratina. 
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