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Introduccién. Las cutinasas degradan cutina,
biopolimero vegetal insoluble compuesto por hidroxi- y
epoxi &cidos grasos de 16 y 18 carbonos unidos por
enlaces éster, presente en cuticula de frutos. Presentan
propiedades de lipasas y esterasas, ya que hidrolizan
tanto ésteres solubles como insolubles y triglicéridos;
también realizan sintesis en medios con bajo a,, lo que
las hace enzimas potenciales para aplicacion industrial
(alimentos, detergentes, biodiesel). Se han aislado
principalmente de hongos, como F. solani; la produccion
en A. nidulans ha sido reportada, sin embargo, no se
muestran aspectos sobre regulacién, purificacion,
caracterizacion ¢ identificacion. Trabajos previos en el
grupo han identificado una cutinasa de 28 kDa producida
con aceite de olivo como inductor (Castro-Ochoa,
comunicacion personal).

El objetivo del presente trabajo fue determinar el efecto
de condiciones de cultivo y nutrientes sobre la produccién
de cutinasas en Aspergillus nidulans utilizando cutina o
cuticula como inductor y fuente de carbono (FC).

Metodologia. Se obtuvieron cuticula y cutina a partir de
manzana Golden (1). El efecto del inductor se evalud
empleando medio minimo (MM) (2) y sustituyendo FC por
cutina (0.1%-0.5%) o cuticula (0.2% y 0.5%). Se
probaron diferentes condiciones de temperatura (25°C,
30°C y 37°C) y velocidad de agitacién (200, 250 y
300rpm). Se analizé el efecto de FC adicionales al
inductor (sacarosa, glucosa, almidén y glicerol) en
diferentes concentraciones; asi como distintas fuentes de
nitrogeno (FN), (KNOj wurea, NHyNOjz; (NH4),SO,,
extracto de levadura y bactopeptona). La concentracion
de proteina se determiné con el método Bradford (3) y la
actividad se midio con p-nitrofenil laurato (4). Geles SDS-
PAGE se tifieron con plata (Ag) para determinar peso
molecular (PM) y zimogramas para demostrar la actividad
enzimatica con o—naftii acetato (a-NA) (5). Para la
identificacion, se cortd del gel SDS-PAGE la banda que
mostré actividad en zimogramas, se digirié con tripsina y
se secuenciaron péptidos por espectrometria de masas.

Resultados. La tabla 1 muestra las condiciones de
cultivo y nutrientes O6ptimos encontrados para la
produccién de cutinasas y en la figura 1 se muestran los
perfiles de proteinas, asi como carboxilesterasas
producidas en estas condiciones.

Tabla 1. Condiciones de cultivo y nutrientes éptimos

Temperatura 37°C
Velocidad de agitacion 300rpm
Concentracion de cutina / cuticula 0.20%
Fuente de carbono cutina / cuticula Glicerol 0.1% / Glicerol 0.5%
Fuente de nitrdgeno KNO;
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Figura 1. Perfil de proteinas y carboxilesterasas en extractos crudos
de medios 6ptimos para produccién de cutinasas. (A), Medios con
cutina al 0.2% como inductor y FC: Carriles: 1, marcador de PM; 2,
MM con glicerol 0.1% como FC adicional, tincion con Ag; 3,
zimograma de medio en carril 2; 4, MM con KNO; al 0.06% como FN
y 5, zimograma de medio en carril 4. (B), Medios con cuticula al 0.2%
como inductor y FC: Carriles: 1, marcador PM; 2, MM sin FC adicional
tincién con Ag; 3, zimograma de medio en carril 2; 4, MM con glicerol
0.5% como FC adicional y 5, zimograma de medio en carril 4.

La proteina de 22 kDa corresponde a la cutinasa
ANID5309.1 reportada en el genoma de A. nidulans.

Conclusiones. Se identific6 una nueva cutinasa de 22
kDa, en medio y condiciones disefiadas para la
produccién de cutinasas. La adicion de KNO3 permite la
produccién de 2 enzimas (22 y 28 kDa), al igual que el
uso de cuticula como Unica FC. La proteina de 28 KDa
probablemente corresponde a la cutinasa previamente
identificada en condiciones de produccion de lipasas. Al
adicionar glicerol se observo el mismo efecto para medio
con cuticula é cutina: la represién de la enzima de 28
kDa. Se determiné que la glucosa actia también como
represor para la produccién de cutinasas.
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