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Introduccién. Las cutinasas son carboxilesterasas ya
gue llevan a cabo la hidrolisis de ésteres de acidos
carboxilicos, cuyo sustrato es la cutina vegetal, el cual es
un poliéster compuesto por acidos grasos (1), cuya
degradacion es necesaria para la invasion por hongos
fitopatégenos. Debido a las aplicaciones potenciales de
las cutinasas, se ha buscado su sobreexpresién en
hospederos heterélogos (2), lo que facilita tanto su
produccion como su purificacion. El objetivo de este
proyecto fue llevar a cabo la clonacién, produccion,
purificacion y caracterizacion bioquimica de la enzima
ANCUT2 recombinante de Aspergillus nidulans
expresada en el sistema heterélogo Pichia pastoris.

Metodologia. La cepa recombinante de Pichia pastoris
se cultivé e indujo con metanol en medio BMMY (Manual
Easyselect™). La actividad enzimatica se determiné
cualitativamente con acetato de a-naftilo (a-NA) y se
cuantificé con p-nitrofenil acetato (p-NPA) y otros p-NP
ésteres (3). Se siguieron técnicas bioquimicas
convencionales para la preparacién de geles SDS-PAGE,
determinacion de actividad por zimogramas (4, 5) y
cuantificacion de proteina por Bradford. La enzima se
purificé por columna de afinidad a la cola de histidinas de
acuerdo a las indicaciones del proveedor. Se midi6
actividad especifica a diferentes temperaturas y pH y se
determiné actividad especifica a diferentes
concentraciones y tiempos de incubaciéon de solventes,
metales e inhibidores. Los parametros cinéticos se
determinaron a diferentes concentraciones de p-NPA.

Resultados. Se verificd la presencia de la enzima pura
en dos fracciones en geles SDS-PAGE. Observandose
una sola banda tanto en el zimograma, como en “western
blot” y en la tincibn con plata. Sin embargo, el peso
molecular (PM) obtenido (37 kDa) difiere del tedrico con
cola de histidinas (27 kDa), por lo que se realizo la
identificaciéon por secuenciacion de péptidos de la enzima
y se verificé que correspondia a la ANCUT2 (Figura 1).
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Fig. 1. Purificacion de la enzima recombinante ANCUT2 en geles SDS-
PAGE. Panel A- Tincién con plata. Panel B- Zimograma. Panel C-
“Western blot” para cola de histidinas. Carriles (1, 4, 6): ANCUT2 pura.
Carriles (2,5): Extracto crudo de clona con ANCUT2. Carril 3: marcador
de peso molecular, Low Range Biorad. Carril 7: marcador de peso
molecular Kaleidosdcopic™.

La tabla 1 resume las propiedades bioquimicas de
ANCUT2 y la tabla 2 los parametros cinéticos.

Tabla 1.Propiedades bioquimicas de la enzima ANCUT2 recombinante

PM, pl 37 kDa, pl 4.6-4.8

Efecto de la temperatura Temperatura 6ptima del ensayo

(40°C)

Efecto del pH pH éptimo del ensayo (7-9)

Resistencia a temperatura 60% actividad residual hasta 60°C, 1 h

Resistencia al pH 80% actividad residual de pH 7-10, 3 h

Especificidad de sustrato p-NP ésteres de cadena corta

lones 200% actividad residual sin iones,
150% con Mg**
Inhibidores PMSF, SDS, Tween 80
Solventes 150% actividad residual en Hexano al
50% en condiciones éptimas durante 4
horas
Hidrélisis de cutina Si
Sitios de glicosilacién No

Tabla 2.Constantes cinéticas de la enzima ANCUT2 pura recombinante

Vmax Km Kcat Kcat/Km Ciclo catalitico
(mmol/min) (mM) s™ (mM™*min™) (s)
-3
142.86 857 | 137.15 960.08 7.29x10
Conclusiones. La enzima ANCUT2 se expreso

exitosamente en P. pastoris. Se observé que se trata de
una enzima termoalcalina. Se observé que la cutinasa
recombinante presenta una eficiencia catalitica hasta
treinta veces mas grande que la ANCUT2 nativa. Las
propiedades observadas son interesantes para evaluar
su aplicacién en biocatalisis. No se encontraron sitios de
glicosilacién, por lo que el cambio en el PM puede
atribuirse a otras modificaciones post-traduccionales.
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