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Introducciéon. Las cutinasas son enzimas que se
clasifican como hidrolasas de ésteres de acidos
carboxilicos, su sustrato principal es la cutina. En el
genoma de A. nidulans se encuentran codificadas 4
cutinasas. Dentro de estas, la enzima ANCUT1 posee un
amplio rango de aplicaciones a nivel industrial. Los
resultados previos obtenidos por el grupo de trabajo
muestran que la obtencion de ANCUT1 en A. nidulans es
compleja, se produce en baja cantidad y su purificacion
es dificil (1, 2). Por lo tanto, el objetivo del este trabajo
fue la expresién de la cutinasa ANCUT1 (AN5309) en
Pichia pastoris; asi como su purificacion vy
caracterizacion.

Metodologia. Produccion. ANCUT1 se cloné en Pichia
Pastoris y se produjo de acuerdo a la metodologia
descrita por el proveedor (Manual Easyselect). La
determinacion de proteina se realiz6 por el método de
Bradford (3). Se realizaron geles de electroforesis SDS-
PAGE de acuerdo al método de Laemmli (1970) y geles
de actividad “in situ” (zimogramas) que se revelaron para
actividad de esterasa (3).

Purificacion de la enzima. Se realiz6 la ultrafiltracion del
extracto crudo en el equipo Amicén. La purificacion se
realizé6 por medio de una cromatografia de afinidad a la
cola de histidinas adicionada a la proteina recombinante
de acuerdo a lo descrito por el proveedor.

Caracterizacion de la enzima. Todos los ensayos de
actividad especifica se realizaron por triplicado con
acetato de p-nitrofenilo como sustrato (4). Se
caracterizaron las propiedades bioquimicas, de
especificidad y cataliticas de la cutinasa pura.

Resultados. Se determiné 24 h como tiempo éptimo de
induccion con una actividad especifica de 722.73 U/ mg.
Se observo posterior a la purificacion, inesperadamente,
la presencia de dos bandas (22.7 kDa y 24.8 kDa),
siendo 22.7 la que coincide con el peso teérico. Sin
embargo, las dos corresponden a ANCUT1 de acuerdo a
los resultados de “westernblot”, zimogramas y a la
secuenciacion de péptidos (Figura 1). Resultados
similares, han sido reportados por otros grupos, donde se
identifica la presencia de dos formas de una misma
proteina debido a la presencia de la etiqueta del C-
terminal (5).

Las propiedades bioquimicas y de especificidad de
ANCUT1 se resumen en la Tabla 1. La enzima tiene una
Vmax de 15.75 mM/min, Km de 1.06 mM, Kcat de
31,293.6 (min™) y Kcat/Km de 29,614.6 mM™ min™

A

Figura 1. A) Zimograma para esterasa, B) Perfil de proteinas con
tincién en plata y C) “Westernblot” para cola de histidinas durante el
proceso de purificacién de ANCUTL. Carriles: (1,9) Extracto crudo (EC)
de X33, (2,8) EC de P. pastoris con ANCUT1, (3,7) Ultrafiltrado de EC
de P. pastoris con ANCUT1, (4,6) ANCUT1 pura y (5) Marcador de
peso kaleidoscope, BioRad.

Tabla 1. Propiedades bioguimicas y de especificidad de ANCUT1.

Propiedad Resultado

La temperatura (T) 6ptima del ensayo es 50 °C,

EfectodelaT la enzima es termoestable (70°C, 1 hora)

El pH 6ptimo del ensayo es 9, presenta

Efecto del pH actividad a pH alcalino (7-10)

pl 6.5
Especificidad de Preferencia por sustratos de cadena corta
sustrato

lones metalicos Ca*" disminuy? la actividad (se pierde 80% )

Surfactantes e

inhibidores SDS, Tween 80 y PMSF disminuyen la actividad

Solventes Estabilidad en solventes organicos hidrofilicos

Hidrdlisis de cutina No realiza la hidroélisis

Glicosilacion La enzima no esta glicosilada

Conclusiones. Se logr6 expresar exitosamente ANCUT1
en el organismo heterolégo P. pastoris. La enzima posee
actividad de esterasa. La alta eficiencia en las
caracteristicas cataliticas, asi como su naturaleza
termoestable y alcalina le confieren un amplio potencial
de aplicacion en la industria.
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