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PRESENTACION Y ESTRUCTURA DE LA
TESIS

El presente trabajo de investigacion recoge los primeros resultados sobre
regulacion, identificacién y caracterizacion de las actividades enzimaticas de
hidrolasas de ésteres de &cidos carboxilico (CEH por sus siglas en inglés) por
Aspergillus nidulans bajo ciertas condiciones de cultivo. Se contribuye a dar la
vision del proceso de produccién de nuevas enzimas con potencial de

aplicacién biotecnoldgica.

La organizacion de la Tesis se presenta de la manera siguiente, en el primer
apartado que corresponde al Marco Teorico, se describen algunos conceptos
importantes sobre las enzimas, mecanismo de regulacion e importancia en
aplicaciones industriales. También, se detallan las propiedades de CEH y
proteasas asi como las caracteristicas del microorganismo de estudio,

Aspergillus nidulans, que facilitaran el seguimiento de la lectura de la Tesis.

A continuacion, en los Antecedentes se muestra un esbozo global de las
investigaciones que abordan los estudios sobre la produccion de CEH y
proteasas en A. nidulans, incluyendo las realizadas en el grupo y que
preceden de manera inmediata este trabajo. A partir del andlisis reflexivo de
estos antecedentes, se expone mediante el planteamiento de una serie de
interrogantes el problema de investigacibn que se pretende resolver.

Enseguida se describen los Objetivos de la Tesis.
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En Materiales y Métodos, se describen técnicas tradicionales para el analisis
de la produccion y caracterizacion de CEH, asi como modernas técnicas

bioquimicas y de bioinformatica para la identificacion de proteinas,

Los Resultados del trabajo de investigacion y la Discusion de los mismos se
reportan en dos capitulos. El primero comprende los resultados de la
identificacion de CEH inducidas con aceite de oliva y el segundo la produccion
y caracterizacion de CEH inducidas por cutina. Los resultados de mayor
impacto de la investigacion, asi como el logro de los objetivos trazados se

sefialan en el apartado de Conclusiones.

Finalmente, se incluyen las perspectivas del trabajo de investigacion y la

bibliografia consultada.

En los Anexos se presentan 3 articulos publicados, producto de la presente

Tesis de investigacion.

Xi
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RESUMEN

Los microorganismos saprofiticos producen una amplia gama de enzimas
hidroliticas, que son utiles para la hidrolisis completa de sustratos organicos e
implica una gran versatilidad genética y bioquimica. A. nidulans presenta en
Su genoma numerosos genes que codifican para diferentes hidrolasas de
ésteres de acidos carboxilicos (CEH). El interés principal de este trabajo fue la
produccion, identificacion y caracterizacion de CEH producidas por este

microorganismo.

Si bien, el mecanismo de sintesis de cada enzima es muy variado, algunas
obedecen a procesos similares. En el caso de las CEH se suelen inducir en su

mayoria por la presencia de compuestos lipidicos.

Bajo las condiciones de analisis realizadas en el presente trabajo, se
identificaron 3 actividades CEH producidas por Aspergillus nidulans. Dos de
estas actividades corresponden a nuevas cutinasas nombradas como

ANCUT1 y ANCUT2 y la tercera a la proteasas PrtA

Los resultados demostraron que la cutinasa ANCUT2 es una enzima cuya
produccion se favorece principalmente por la presencia en el medio de cultivo
de fuentes lipidicas como el aceite de olivo, algunos triacilgliceroles y acidos
grasos de cadena larga, mientras que la cutinasa ANCUTL1 se induce por la

adicion de polimeros como cutina y suberina. Las secuencias de las cutinasas

Xii
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ANCUT2 y ANCUT1 presentan homologia con otras cutinasas fungales asi
COmo nuevas caracteristicas, que incluyen una region rica en serinas y dos
residuos de cisteinas adicionales a los encontrados en la cutinasa de
Fusarium solani. Las dos cutinasas presentan propiedades cataliticas de
interés para su posible aplicacion en diferentes areas de la industria, como

son su estabilidad térmica y alcalina.

La proteasa alcalina PrtA es una enzima, al igual que otras serin proteasas,

gue muestra actividad hidrolitica promiscua de CEH.

Xiii
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1.- MARCO TEORICO

1.1. Enzimas

1.1.1. Generalidades

Para que ocurra una reaccion quimica, normalmente se requiere un aporte
inicial de energia. A temperaturas por encima del cero absoluto (-273.1°C 0 0
K), todas las moléculas poseen energia vibratoria que, aumenta al calentar las
moléculas. Al incrementar la temperatura, las moléculas que vibran tienen
mayor probabilidad de chocar. Una reaccion quimica ocurre cuando las
moléculas poseen una cantidad minima de energia conocida como energia de
activacién (Ea) o, también nombrada como energia libre de activacion (AGY).
La energia libre de activacion AG* se define como la cantidad de energia que
se requiere para convertir 1 mol de moléculas de sustrato (reactante) desde el
estado basal (la forma méas estable de baja energia de la molécula) al estado
de transicion. No todas las colisiones producen reacciones quimicas, debido a
qgue sélo una fraccibn de las moléculas posee la energia suficiente o la
orientacién correcta para reaccionar (McKee, 2003). El incremento en la
temperatura y la concentracion de reactivos eleva la probabilidad de las
colisiones y, de este modo la formacioén de producto. Otra estrategia consiste
en proporcionar una superficie a la cual las moléculas de reactivo puedan
unirse en orientaciones favorables mediante catalizadores (e.g. los
catalizadores metalicos en condiciones de laboratorio e industriales). Por

definicion, un catalizador es una sustancia que aumenta la velocidad de una
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reaccion quimica y que no se altera de forma permanente por la reaccion. Los
catalizadores tienen esta capacidad debido a que disminuyen la energia de
activacion que se requiere para una reaccion quimica. En otras palabras, los
catalizadores proporcionan una via de reaccion alternativa que requiere

menos energia (Figura 1).

Estado de transicion

AGide la
reaccién no
(D] catalizada
—
®) AG? ge
) la reaccién
(qv] catalizada
N\ —
(@)
-
GC) Estado inicial
Reactante
Ll AG®
Estado final
Producto

Desarrollo de lareaccion

FIGURA 1. Diagrama de energia que muestra los cambios de energia libre de
una reaccion no catalizada y de una catalizada. Un catalizador reduce la
energia de activacion de una reaccion. Un catalizador altera la energia libre de
activacion AG™ y no la energia libre estandar AG°.

Fuente: Illanes, 2008.

En los seres vivos, generalmente las reacciones quimicas son catalizadas por

moléculas de naturaleza proteica que reciben el nombre de enzimas. Las
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enzimas aumentan la velocidad de las reacciones quimicas al reducir la
barrera de energia libre que separa los reactivos de los productos por diversos
mecanismos, que dependen de la disposicion de grupos funcionales en el sitio
activo de la enzima, region donde tiene lugar la catélisis (Berg, 2008). Los
sustratos se unen al sitio activo de las enzimas, que generalmente es una
hendidura o cavidad en una molécula proteinica grande. La forma vy
distribucion de la carga del sitio activo de una enzima limitan los movimientos
y las condiciones permitidas del sustrato, haciendo que éste se asemeje mas
al estado de transicidon. Es decir, la estructura del sitio activo se utiliza para
orientar la forma Optima del sustrato (McKee, 2003). La combinacién del
sustrato (reactivo) y la enzima crea una nueva via de reaccion cuya energia
del estado de transicidbn es menor que la reaccion en ausencia de la enzima.
Como consecuencia la velocidad de la reaccion se incrementa en grado
significativo respecto a la de la reaccion no catalizada. Las enzimas, como
todos los catalizadores, no alteran el equilibrio de la reaccion sino que

aumenta la velocidad de aproximacion hacia el equilibrio (Berg, 2008).

1.1.2. Importancia comercial

Ademas de su papel fisioldgico dentro de las células, las enzimas tienen gran
importancia desde el punto de vista comercial. Las eficaces propiedades
cataliticas de las enzimas han promovido su introduccién en varios productos
y procesos industriales (Kirk, et al., 2002). Con el avance de la biotecnologia
moderna, el empleo de las enzimas ha sido recibido como una alternativa a la
tecnologia quimica tradicional remplazando a los catalizadores quimicos en

muchos de los procesos. Las ventajas de su uso residen en la alta
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especificidad y eficiencia en comparacidon con los procesos quimicos no
catalizados. Estos pueden requerir alta presion y alta temperatura mientras
gue, los enzimaticos se llevan a cabo a presién y temperaturas moderadas.
Ademas, las enzimas son biodegradables y muchas de ellas pueden funcionar
en solventes organicos, con altas concentraciones de sales y condiciones
extremas. Las enzimas se aplican a practicamente todas las industrias
incluyendo la farmacéuticas, alimenticia, quimica, textil, detergentes, papel,

bioremediacion, etc. (van Beilen y Li, 2002, Binod et al., 2013).
1.1.3. Fuentes

Las enzimas son producto de las células y, por tanto, pueden obtenerse a
partir de cualquier ser vivo. Durante muchos afios la fuente principal de
enzimas fueron tejidos de plantas y 6rganos de animales (lllanes, 2008).
Actualmente, aunque se siguen empleando algunas de ellas (principalmente
proteasas) con gran éxito (Tabla 1), se prefiere el uso de las enzimas
producidas por microorganismos, debido que presentan ciertas ventajas. El
método de obtencidon de enzimas a partir del cultivo de microorganismos
mediante procesos fermentativos suele ser de menor costo, mas rapido y mas
sencillo que el método para obtener enzimas de fuentes vegetales o animales,
ya que esta sujeta a una gran variacion del rendimiento, lo que no ocurre con
las enzimas microbianas. Algunas enzimas de fuentes vegetales estan
disponibles en ciertas temporadas del afio y, por tanto, sujetas a las
variaciones estacionales, mientras que las enzimas microbianas se pueden
producir durante todo el afio sin ninguno de estos obstaculos. Algunos

microorganismos son capaces de crecer en condiciones ambientales



Carboxilesterasas de A. nidulans

extremas, por lo que sus enzimas suelen ser mas estables que las de origen
vegetal o animal, ademas los microorganismos son mas faciles de manipular
genéticamente, para incrementar el rendimiento de la enzima (Panesar et al.,

2010).

TABLA 1. Fuentes de algunas enzimas de importancia industrial.

Enzima No. E.C. Fuente

Enzimas microbianas

a-Amilasa 3.2.1.1 Bacillus licheniformis, B, subtilis
Invertasa 3.2.2.26 Saccharomyces cerevisiae
B-galactosidasa 3.2.1.23 Kluyveromyces fragilis

Celulasa 3.2.14 Aspergillus sp., Trichoderma sp.
Pectinasa 3.2.1.15 A. niger

Proteasa 3.4.24.4 Bacillus subtilis, Streptomyces griseus
Lipasa 3.1.1.3 Candida sp.

Enzimas de plantas

Bromelina 3.4.224 Pifia

Papaina 3.4.22.2 Papaya

Enzimas de animales

Quimotripsina 3.4.21.1 Pancreas

Lipasa 3.1.13 Pancreas

Lisozima 3.2.2.17 Huevo de pollo

Quimosina 3.4.23.4 Estomago de terneros

Fuente: Modificado de Panesar et al., 2010.

Los microorganismos son atractivos como fuentes de enzimas, especialmente
porque se puede incrementar los niveles de enzima manipulando los
mecanismos que regulan su sintesis mediante distintos procedimientos. La
optimizacion de los parametros de fermentacién, la obtencion de cepas
mutantes con radiaciones o mutagenos quimicos, asi como las modernas
técnicas de clonacién y manipulacién genética que han permitido un avance

espectacular en este campo, y no solo es posible incrementar la produccién
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de la enzima deseada mediante sobreexpresion del gen que la codifica, sino
gue también es posible la modificacién racional de la estructura y funcion de la
enzima mediante evoluciobn y mutagénesis dirigida para aumentar su
estabilidad o su actividad, variar su especificidad de sustrato o disminuir su

dependencia de cofactores, etc. (Castillo, et al., 2005, Strohmeier et al., 2011).

Los microorganismos representan la mayor fuente de recursos de
biotecnoldgicos. Los métodos tradicionales asi como las nuevas herramientas
como la metagendmica para encontrar actividades nuevas o mejoradas en la
biodiversidad, ciertamente impactan en gran medida la biotecnologia

enziméatica actual (Fernandez et al., 2010).

1.1.4. Regulacion de la produccion

Las enzimas son catalizadores esenciales del metabolismo celular. Los
procesos catabdlicos como anabdlicos en los seres vivos son tan eficientes
gue no se forma un exceso de producto. EI metabolismo microbiano esta
controlado por la regulacion tanto de la sintesis como de la actividad
enzimatica (Crueger y Crueger 1989,). A continuacion, se discuten ambos

tipos de regulacion.

Regulacion de la actividad enzimatica.

La regulacién a este nivel puede producirse, a su vez, a través de distintos

mecanismos:

Retro inhibicion. Consiste en que uno de los productos de la ruta metabdlica

actua como inhibidor de una de las enzimas (por lo general, de las primeras
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de la ruta) una vez que alcanza cierta concentracion en la ruta. Cuando la ruta

es ramificada, entonces puede darse de varias formas:

- El producto final de cada ruta “hija” acta como inhibidor de la primera
enzima que ya no efecta una reaccibn comun al resto de las rutas

relacionadas.

- La primera etapa de la parte comun de la via metabdlica esta regulada por

distintas isoenzimas, que estan reguladas de forma independiente.

- En el caso de inhibicién multivalente, la inhibicion de la ruta se consigue
s6lo cuando todos los productos finales en los que desemboca alcanzan la

concentracion necesaria.

- En el caso de la inhibicién acumulativa, la inhibiciébn sobre la ruta se
produce también por todos los productos finales, pero no se requiere que
todos alcancen la concentracion necesaria para detener la ruta, sino que el

proceso es mas gradual.

Carga energética. La retro inhibicion también regula las vias catabolicas en las

qgue el ATP es el producto principal. Se define la carga metabdlica como:

CE = (ATP) + 0.5 (ADP) / (AMP) + (ADP) + (ATP)

Cuando el valor de este cociente es proximo a 1, indica una gran cantidad de
formas energéticas del ATP, por lo que se activan las rutas que lo consumen
(anabdlicas) al tiempo que se inhiben las que lo producen. Asimismo, cuando
el valor se aproxima a 0, se inhiben las rutas anabdlicas y se activan las que

lo producen (catabdlicas).
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Degradacién de enzimas. Consiste en la degradacion de enzimas que no son
ya requeridas en el metabolismo por medio de la accion de otras proteasas
especificas. Este método de regulacion aparece, sobretodo, en células en la

etapa de crecimiento estacionario.

Modificacion de enzimas. Consiste en la activacion o inhibicién de una enzima
debido a cambios conformacionales reversibles causados por la unién o no de

un determinado grupo quimico o molécula a la enzima.

Regulacién de la sintesis de enzimas.

Hay proteinas que son necesarias en las células en aproximadamente igual
cantidad en cualesquiera condiciones de crecimiento. La expresion de estas
moléculas se denomina constitutiva. No obstante, es mas comun que una
determinada macromolécula sea necesaria en determinadas condiciones pero
no en otras. Por lo tanto, la regulacion es un proceso fundamental en todas las
células y un mecanismo de conservacion de la energia y los recursos

(Madigan et al., 2009).

Control negativo de la transcripcion: represién e induccién

La transcripcidn es el primer paso del flujo de la informacion biologica; por
ello, es relativamente facil influir en la expresién génica en este punto. Se
conocen diversos mecanismos para controlar la expresion génica y, en todos
ellos, ejerce gran influencia el ambiente en el que esta creciendo el

organismo.
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A menudo, las enzimas que catalizan la sintesis de un producto especifico no
son sintetizadas si el producto estd presente en el medio en la cantidad
suficiente. Este proceso recibe el nombre de represion enzimatica. La
induccion enzimatica es conceptualmente opuesta a la represion enzimatica.
En la induccion una enzima es sintetizada solo cuando su sustrato esta
presente. La represidbn enzimatica afecta tipicamente a las enzimas
biosintéticas (anabdlicas); en cambio, la induccidon enzimatica suele afectar a

las enzimas degradativas (catabdlicas); (Madigan, et al., 2009).

Inductores y correpresores

La sustancia que induce la sintesis enzimatica se llama inductor y la sustancia
gue reprime la sintesis recibe el nombre de correpresor. Estas sustancias, que
normalmente son moléculas pequefias, tienen el nombre genérico de
efectores. No todos los inductores y correpresores son sustratos o productos
finales de las enzimas implicadas. Asi los analogos estructurales pueden
inducir o reprimir una enzima a pesar de no ser sustratos de ésta (Madigan et

al., 2009.

Mecanismo de represion e induccion

Los inductores y los correpresores afectan a la transcripcion de manera
indirecta uniéndose a proteinas especificas de uniéon al ADN que a su vez
afectan a la transcripcion. En el caso de un enzima reprimible, el correpresor
se une a una proteina represora especifica que esta presente en la célula. La
proteina represora es una proteina alostérica es decir que su conformacion se

altera cuando el correpresor se une a ella (Alberts et al., 2010).
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Al unirse a su afector, la proteina represora se vuelve activa y puede unirse a
una region especifica del ADN cercana al promotor del gen, el operador. Si el
represor se une al operador, la transcripcion se bloquea fisicamente porque la

ARN-polimerasa no puede ni unirse ni realizar la catélisis.

La induccion enzimatica también puede estar controlada por un represor. En
este caso la proteina represora esta activa en ausencia del inductor y bloquea
completamente la transcripcion. Cuando se afiade el inductor, éste se
combina con la proteina represora y la inactiva; la inhibicién se supera y la

transcripcion puede proceder (Alberts et al., 2010).

Todos los sistemas reguladores que utilizan represores tienen el mismo
mecanismo subyacente: la inhibicidbn de la sintesis de ARNm mediante la
actividad de proteinas represoras especificas que se encuentran a su vez bajo
el control de pequefias moléculas afectoras. La regulacién por represores

recibe el nombre de control negativo.

Por otra parte, en el control positivo de la transcripcidon, una proteina
reguladora activa la union de la ARN-polimerasa al ADN. Al igual que las
proteinas represoras, las proteinas activadoras se unen de manera especifica
sblo a determinadas secuencias del ADN (centro de union al activador). La
funcidbn de la proteina activadora es ayudar a que la ARN-polimerasa

reconozca el promotor y empiece la transcripcion (Alberts et al., 2010).

Mecanismos reguladores globales

A menudo, un organismo necesita regular simultineamente muchos genes no

relacionados entres si en respuesta a un cambio en el entorno. Los
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mecanismos reguladores que responden a las sefiales ambientales regulando

la expresion de muchos genes diferentes se llama sistema de control global.

Regulacion catabdlica. La regulacion o represion catabdlica es un mecanismo
regulatorio general que se puede definir como una disminucién relativa en la
velocidad de sintesis de una enzima especifica, como resultado de la
exposicion a un sustrato asimilable rdpidamente. Los sustratos que han sido
encontrados que producen regulacién catabdlica incluyen fuentes de carbono

y nitrégeno.

- Fuentes de carbono: la biosintesis de ciertas enzimas, principalmente
catabdlicas es inhibida por fuentes de carbono rapidamente asimilable o
fermentable, particularmente glucosa. Dependiendo del microorganismo y la
enzima, el mecanismo basico de esta regulacion catabdlica es diferente. Uno
es bien conocido como represién catabdlica por carbono encontrado en
muchas bacterias, levaduras y hongos, que implica una proteina activadora
catabdlica (CAP) que debe unirse en el sitio promotor antes que la ARN-
polimerasa se una a él. La CAP solamente se unira si esta primero unida al
adenosin monofosfato ciclico, AMP ciclico. Las fuentes de carbono facilmente
utilizables como la glucosa estimulan una enzima que produce la ruptura de
AMP ciclico haciéndose asi inactiva a la CAP. Por tanto, la glucosa inhibe la
sintesis de ARNm para cualquier enzima que requiera CAP para su formacion

(Harman, 2001, Lawson et al., 2004).

En A. nidulans se han localizado 3 genes involucrados en la represion

catabolica por carbono llamados: creA. creB y creC. El producto del gene creA

11
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es un inhibidor que actta uniéndose al ADN en multiples zonas capaces de
aceptarlo. Este gene se ha identificado en A. nidulans. Neurospora crassa y
Trichodenna viridae. La delecion o mutacion de los sitios de union a creA en el
ADN impide la represion por glucosa del gen en cuestion, sin afectar la
regulacion de los demas, pero la mutacién del gen creA produce mutantes
catabolicamente dereprimidas para la sintesis de una amplia variedad de

enzimas (Mackenzie et al., 1993, Katz et al., 2008, Culleton et al., 2013).

- Fuentes de nitrégeno. EI amonio y otras fuentes rapidamente utilizables de
nitrégeno acttan como inhibidores. Los fundamentos de esta regulacion al
igual que en la regulacion por carbono, el mecanismo basico de esta
regulacion catabdlica varia dependiendo del microorganismo y la enzima

(Marzluf, 1997).

1.1.5 Clasificacién

Muchas de las enzimas recibieron nombres comunes en especial durante los
primeros afios de la enzimologia. Algunos de los nombres, como triosa fosfato
isomerasa son descriptivos de la funcién de la enzima, otros como Tripsina no
lo son. Con objeto de reducir la confusion la Comision de Enzimas de la Union
Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular (IUBMB por sus siglas en
inglés) ha disefiado un sistema l6gico de denominacion y numeracion

(http://www.chem.gmul.ac.uk/iubmb/nomenclature/).

Las enzimas se dividen en seis grandes clases de grupos y subgrupos que
definen sus funciones con mayor precision. Las principales clases son las

siguientes:
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1. Oxidoreductasas que catalizan las reacciones de oxidacion-reduccion.

2. Transferasas que catalizan transferencias de grupos funcionales de
una molécula a otra.

3. Hidrélasas que catalizan ruptura hidroliticas.

4. Liasas que catalizan eliminaciones de un grupo o adiciones de un
grupo a un doble enlace.

5. Isomerasas que catalizan reordenamientos intramoleculares

6. Ligasas que catalizan reacciones en las que se unen dos moléculas.

1.2. Esterasas.

Las esterasas son un grupo extenso de enzimas que catalizan la ruptura del
enlace éster. El sistema de clasificacion del Comité de Nomenclatura de la
IUBMB, divide las esterasas de acuerdo al tipo de enlace éster que hidrolizan
en diferentes clases (Tabla 2) que se subdividen a su vez segun la naturaleza
de sus sustrato(s) preferidos. No obstante, esta forma de clasificacién no ha

sido del todo satisfactoria por varias razones (Testa y Mayer, 2003).

El sustrato in vivo de la mayoria de las esterasas es desconocido, aunque las
esterasas tienen amplia especificidad de sustrato, la preferencia se suele
traslapar entre las clases definidas. Muchas esterasas son capaces de
hidrolizar amidas, tioésteres y fosfatos, asi como ésteres de acidos
carboxilicos. Dependiendo del sustrato empleado durante la caracterizacion o
purificacion de una enzima, ésta puede ser clasificada como, una esterasa,
amidasa, tioesterasa o fosfatasa. Por otra parte, la dificultad para obtener

enzimas puras hace problematica la caracterizacion de esterasas,
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considerando, ademas, que la mayoria de las esterasas son enzimas
altamente polimérficas y en muchas ocasiones las esterasas purificadas son
mezclas de isoenzimas que tienen especificidad de sustrato diferente.
Finalmente, la actividad esterasa puede ser realizada por enzimas e incluso
proteinas cuya actividad principal no es la esterasa, como la albumina sérica.
Es claro entonces que el mejoramiento en la clasificacion dependera del
progreso en el aislamiento, purificacion y secuenciacion de estas enzimas

(Testa'y Mayer 2003).

TABLA 2. Clasificacion de esterasas basado en el tipo de enlace éster que
rompen.

Enzima EC Numero(s)
Hidrolasas de éster carboxilico 3.11

Tioéster hidrolasas 3.1.2
Hidrolasas de monoéster fosforico 3.1.3
Hidrolasas de diéster fosférico 3.14
Hidrolasas de monoéster trifosférico 3.15
Hidrolasas de éster sulfurico 3.1.6
Hidrolasas de monoéster difosforico 3.1.7
Hidrolasas de triéster fosforico 3.1.8
Nucleasas 3.1.11-31

Fuente: Testa y Mayer, 2003

1.2.1. Hidrolasas de éster carboxilico (CEH) o carboxilesterasas

Las CEH (EC 3.1.1.x) son enzimas que catalizan la ruptura del enlace éster de
acidos carboxilicos. Dentro de este grupo de enzimas se suelen clasificar,
carboxilesterasas verdaderas (3.1.1.1), que hidrolizan preferentemente
enlaces de ésteres alifaticos con longitud de cadena corta muy solubles en

agua, lipasas (3.1.1.3), enzimas que presentan mayor afinidad por sustratos
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poco solubles en agua como triacilgliceroles y cutinasas que hidrolizan la

cutina (3.1.1.74), entre muchas otras.
1.2.1.1. Reacciones catalizadas

Hace algunas afios, se pensaba que la catélisis enzimatica sélo se podia
realizar en medios acuosos sin embargo, en la actualidad se ha demostrado
gue algunas enzimas pueden catalizar reacciones en solventes organicos y
otros medios no convencionales (Zaks and Klibanov, 1985). En medios
acuosos las CEH hidrolizan el enlace éster de diversos sustratos, teniendo
como producto final un alcohol y un &cido carboxilico (Figura 2). Esta es una
reaccion en equilibrio y, por lo tanto, es posible cambiar la direccion a la
sintesis de ésteres modificando las condiciones en las que se lleva a cabo. El
equilibrio entre las reacciones directa y reversa es controlado por el contenido
de agua en la mezcla de reaccion. En condiciones micro acuosas las CEH
catalizan eficientemente reacciones de sintesis de ésteres, tioésteres,
péptidos, amidas y transesterificaciones, presentando una alta quimio, regio y
enentioselectividad (Carvalho et al.,, 1999, Villeneuve et al., 2000,

Bornscheuer, 2002).

En un sentido amplio, la transesterificacion implica tres grupos de reacciones
segun un éster reaccione con un alcohol (alcohdlisis), con un acido carboxilico
(aciddlisis) o con otro éster (interesterificacion) (Formo, 1954). La alcohdlisis
implica la sustitucion del grupo alquilo del éster por otro grupo alquilo, a través
de la reaccion del éster con un alcohol. La acidolisis es la reaccion entre un

ester y un acido carboxilico, implicando el intercambio o sustitucion del grupo

15



Carboxilesterasas de A. nidulans

acilo del éster. La interesterificacion es el intercambio entre los grupos acilo y
alquilo de dos ésteres diferentes. La Figura 2 muestra el esquema general de

algunas de las reacciones catalizadas por las CEH.

Hidrolisis
I
+ HO <«—— I + R,-OH
RY “OR, e R “OH -

0 0
| + R,~OH |
2 S + Hzo
Ry “OH R7” “OR,
Aciddlisis
0 0 0 0
| + | < | * |
RY SOR,  R; TOH Ry” SOR, Ry “OH
Interestificacion
0 0 0 0
| + |, &= | - |
R SOR, R TOR, Ry SOR,  R7 “OR,
Alcohdlisis
ﬁ 0
Ry TOR, R;” TOR,
Amindlisis
ﬁ 0
R “OR, R7” “NHR,

FIGURA 2. Algunas reacciones catalizadas por CEH.
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1.2.1.2 Aplicaciones

Las CEH son valiosos catalizadores con incomparables aplicaciones vigentes
y potenciales (Dutta et al., 2009, Sharma, et al., 2011, Nagarajan, 2012). Las
aplicaciones industriales mas importantes de las CEH se han encontrado
principalmente en los alimentos, detergentes y productos farmacéuticos. Sin
embargo, en los ultimos afios la sorprendente exploracion del uso de estas
enzimas ha venido a extender su potencial aplicacion en areas de la salud,
guimica organica, biodegradacion, bioenergéticos, textil, agroindustrial entre
otros. A continuacion se describen algunos de las aplicaciones de estas

enzimas.

Alimentos. La aplicacion de CEH en alimentos es muy amplia. Se utilizan
principalmente en la fabricacién de quesos y productos lacteos con olores y
sabores deseados (Lubary et al., 2012), asi como en bebidas, productos
horneados y mayonesa (Panda y Gowrishankar, 2005) .También, se emplean
en la obtenciébn de productos carnicos con menor contenido de lipidos
(Sharma et al., 2011), modificacion de grasas y aceites y produccién de lipidos
estructurados (Rodriguez y Fernandez, 2010). Otras aplicaciones incluyen la
biosintesis o modificacion de sustancias que se adicionan a los alimentos con
el propdsito de incrementar su valor nutritivo, sensorial 0 econdmico. Algunos
de estos son, ésteres aromaticos (Kuo et al., 2012), biosurfactantes (Karmee,
2009), compuestos bioactivos lipofilizados (Stamatis et al., 1999, Zhang, et al.,

2011) y edulcorantes (Yang et al., 2012).
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Detergentes y productos de limpieza. Las CEH se adicionan en estos
productos para facilitar la remocion de lipidos. Su aplicacion en esta area

representa el mayor volumen en ventas (Jurado et al., 2011).

Sintesis de productos quimicos y farmacéuticos

El estudio de las CEH también ha sido dirigido a la exploracion de una serie
de aplicaciones en quimica fina, principalmente en la sintesis y resolucion de
compuestos quirales de interés farmacéutico. Las normas en la produccién de
farmacos son muy estrictas y exigen productos épticamente puros en lugar de
mezclas racémicas. Algunos de los procesos eficientes de interés son:
preparacion de enantiomeros puros del acido 2-aril-propidénico, como
naproxeno e ibuprofeno de utilidad farmacologica como antiinflamatorios no
esteroideos (Botta et al, 1997, Azzolina et al., 1995), resolucion de antibiéticos
e.g. nitroimidazoles (Skupin et al., 1997), preparaciébn de quinonas
diterpenoides en el tratamiento de la artritis (Yamamura et. al., 1997), sintesis
de productos antitumorales e.g. acetomicina (Kinderman y Feringa, 1998),
antivirales como el carbovir (que puede emplearse para tratamiento de VIH)
(MacKeith et al., 1994), y sintesis enantioespecifica de alcaloides, alcoholes

secundarios, inhibidores bioquimicos y profarmacos (Pandey et al., 1999).

Sintesis de productos para el cuidado personal. En este campo se han
utilizado CEH por su capacidad de sintesis de humectantes y aromas,
ingredientes principales en cosméticos y perfumes (Metzger y Bornscheuer,

2006).

18



Carboxilesterasas de A. nidulans

Biodegradacion. Las CEH se han utilizado con mucho éxito en el tratamiento
de aguas residuales y en la bioremediacion de desechos de petréleo y aceite
(Sharma et al.,, 2011). Otro uso muy importante de estas enzimas es la
degradacion de polimeros (plasticos) biodegradables (Sivalingam y Giridhar,
2004, Tokiwa et al., 2009). También, se pueden utilizar para degradar
sustancias toxicas que afectan la salud de humanos como el malation,

insecticida y acaricida (Yoshii, et al., 2007).

Produccién de biocombustibles. El biodiesel es un combustible renovable,
biodegradable y no toxico que se obtiene principalmente a partir de aceites
vegetales o grasa animal mediante el proceso de transesterificacion.
Quimicamente se describe como ésteres monoalquilicos de acidos grasos de
cadena corta o larga. Si bien es cierto que a nivel industrial se emplea la
catalisis alcalina para la produccién de biodiesel, la transesterificacion

enzimatica utilizando CEH ha ganado mucha atencion (Tan, et al., 2010).

1.2.2 Cutinasas

Las cutinasas son CEH que catalizan la ruptura del enlace éster de la cutina
originando la liberacion de mondmeros de cutina, aunque también pueden
hidrolizar sustratos de CEH verdaderas y lipasas por lo que se les considera

como intermedio entre estas enzimas (Chen et al., 2013).

La cutina es el componente principal de la cuticula, una estructura multicapa
gue cubre las paredes celulares externas de la epidermis en los 6rganos

aereos de las plantas. La cutina es un polimero que consta de acidos grasos
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de cadena larga que estan unidos entre si por enlaces tipo éster creando una

red tridimensional rigida (Taiz y Zeiger, 2002)
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FIGURA 3. Modelo de una unidad monomérica de cutina.

Fuente: Kolattukudy, 2001

Las cutinasas son enzimas inducibles producidas por microorganismos

capaces de degradar la pared celular de las plantas. Diversas fuentes, entre

las cuales se destacan los hongos (principalmente fitopatégenos), han sido

reportadas como productoras de cutinasas (Tabla 3). La patogenicidad del

microorganismo y su efecto en la invasion al huésped sigue en controversia.
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TABLA 3. Fuentes de cutinasas

Género Especie

Alternaria Alternata

Referencia

Tanabe et al., 1988

Brassicicola Koschorreck et al., 2010
Aspergillus Oryzae Maeda, et al., 2005
Botrytis Cinérea van Kan, et al., 1997
Colletotrichum Gloesporioides Dickman, et al., 1986
Lagenarium Bonnen, et al., 1989
Lindemuthianum  Rispoli, et al., 2007
Fusarium Solani Martinez et al., 1992
Oxysporum Kim et al., 2005
Glomerella Cingulata Farah Diba, et al., 2005
Trichoderma Harzianum Rubio, et al., 2008
Venturia Inaequalis Koller, et al., 1995
Bacterias  Streptomyces Scabies McQueen, et al., 1987
Pseudomona putida Sebastian, et al., 1987
aeruginosa Fett, et al., 1992
Thermonospora fusca Fett, et al., 1999
Thermoactinomyces vulgaris Fett, et al., 2000
Thermobifida fusca Du et al., 2007
Levaduras Cryptococcus sp. Masaki, et al., 2005
Pseudozyma Jejuensis Seo, et al., 2007
Plantas Tropaeolum Majus Shayk, et al., 1977

Fuente: Castro-Ochoa, et al., 2010.

1.2.2.1 Estructura'y mecanismo catalitico de cutinasas

Estructura

Las cutinasas presentan un plegamiento conocido como a/f hidrolasa
(Martinez et al., 1992), que es comun en varias enzimas hidroliticas de origen
filogenético y funcién catalitica muy diferentes (Ollis et al., 1992). La estructura
central de las a/B hidrolasas esta formada principalmente por laminas -
plegadas paralelas conectadas por hélices-a. Los residuos cataliticos
constituyen siempre una triada altamente conservada: un nucledfilo (serina,
cisteina o acido aspartico), un residuo acido y un residuo de histidina

totalmente conservado (Nardini y Dijkstra, 1999). La familia del plegamiento
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o/ hidrolasa incluye proteasas, lipasas, esterasas, deshalogenasas,
peroxidasas y epoxido hidrolasas, siendo uno de los plegamientos de
proteinas mas versatiles y frecuente (Nardini y Dijkstra, 1999). En la Figura 4
se muestra un diagrama esquematico del plegamiento canodnico de las
cutinasas, basado en la estructura de la cutinasa de F. solani que ha sido la
mas estudiada. La estructura de ésta cutinasa esta compuesta por una
lamina-B central de cinco cadenas paralelas cubierta por cuatro hélices-a
(Egmond y Vlieg, 2000). El sitio activo consiste en la triada catalitica Ser 120,
Asp 175 e His 188. El péptido Gly-Tyr-Ser-GIn-Gly que contiene el aminoacido
del sitio activo Ser 120, coincide con la secuencia consenso Gly-(Tyr or His)-
Ser-X-Gly comunmente presente en lipasas. La cutinasa de F. solani presenta
dos puentes disulfuro, el primero, Cys 31-Cys 109, uniendo el extremo del N-
terminal a un giro-p y participa en la estabilizacion del plegamiento molecular
global, el segundo puente disulfuro, Cys 171-Cys 178, se puede asumir que
juega un papel importante en la estabilizacién de dos giros- consecutivos, los
cuales se localizan en el residuo catalitico Asp 175 (Longhi y Cambillau,
1999). Recientemente, la elucidacién de la estructura de la cutinasa de A.
oryzae revel6 que esta enzima presenta un plegamiento o/ similar al de la
cutinasa de F. solani, pero difieren significativamente en varias caracteristicas
estructurales. La estructura de la cutinasa de A. oryzae esta compuesta de
una lamina-B de cinco cadenas paralelas rodeadas por 10 hélices-a y
presenta tres puentes disulfuro. Contiene un unico puente disulfuro entre
Cys63 y Cys76 que no habia sido reportado en estructuras de cutinasas (Liu

et al., 2009).
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His 188

Ser120 Asp 17

170

191

211

N-term 166

C-term

FIGURA 4. Diagrama del plegamiento a/f de cutinasa. Se indica la triada del
sitio activo (Serl20, Aspl75 e His 188), las cinco cadenas beta (flechas
negras numeradas del 3-7) y cuatro hélices (marcadas A, B, C y F). Los
nameros en el lado derecho de los elementos de la estructura secundaria
sefalan el inicio y final de estos elementos.

Fuente: Egmond M.R. y de Vlieg, 2000.

El sitio activo de las cutinasa presenta cierta flexibilidad que puede explicar la
adaptabilidad a diferentes sustratos. Las cutinasas presentan actividad
lipolitica pero, difieren de las lipasas clasicas en que no presentan activacion
interfacial. En la mayoria de las lipasas, el sitio activo se encuentra cubierto
por una “tapa” anfipatica. La apertura de esta tapa después de la interaccion
con una interfase hidrofébica hace el sitio catalitico accesible al sustrato e
incrementa la velocidad de hidrélisis (Kazlauskas, 1994). En algunas lipasas,

una segunda consecuencia del movimiento de la tapa es la formacion de la
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cavidad oxianionica (Jaeger et al., 1999). La cavidad oxianidnica provee un
ambiente electrofilico que estabiliza la carga negativa generada durante el
ataque nucleofilico del enlace hidrolizable del sustrato. El sitio activo de la
cutinasa de F. solani no se encuentra cubierto por un lazo (“loop”) o “tapa’,
sino que es accesible al solvente ademas, presenta la cavidad oxianionica
preformada. Lo que podria explicar por qué las cutinasas no presentan

activacion interfacial (Martinez et al., 1992).

Mecanismo catalitico

El mecanismo catalitico de cutinasas, al igual que otras CEH, es similar al

observado en las serin proteasas que se describe en el apartado 1.3.2.1.

1.2.2.2. Aplicaciones

La actividad esterolitica de las cutinasas ha sido ampliamente explorada.
Carvalho et al., (1999) discuten en detalle las reacciones de biocatalisis que
pueden llevar a cabo las cutinasas. In vitro las cutinasas despliegan actividad
hidrolitica hacia una amplia variedad de ésteres, sintéticos solubles (e.g.,
ésteres de p-nitrofenilo) hasta trigliceroles de cadena larga insolubles.
Ademas, en medios no acuosos o de baja actividad de agua, pueden catalizar
reacciones de sintesis como esterificacion y transesterificacion de diferentes
sustratos. Estas reacciones de hidrdlisis y sintesis tienen un uso potencial en
la industria de alimentos, en la de lacteos para la hidrolisis de grasa de leche,
en la industria de detergentes y oleoquimica, en la sintesis de trigliceroles
estructurales, polimeros y surfactantes, en la sintesis de productos para el

cuidado personal, degradacion de insecticidas, sustancias toxicas, polimeros

24



Carboxilesterasas de A. nidulans

sintéticos, y en la produccion de biodiesel, entre otras aplicaciones (Pio y
Macedo, 2009, Dutta et al., 2009, Chen et. al., 2013). En general, las
cutinasas tienen un gran potencial de aplicacion areas similares a las de

lipasas y esterasas (Castro-Ochoa et al., 2010).

1.3 Proteasas

La reaccion catalizada por estas enzimas es la hidrolisis del enlace peptidico
sin embargo, la mayoria de las enzimas proteoliticas también cataliza una
reaccion diferente pero relacionada, es decir la hidrdlisis del enlace éster
(Berg, 2008). Ademas, al igual que las CEH, en medios no acuosos o de baja
actividad de agua son capaces de realizar reacciones de sintesis como
esterificacion transesterificacion y aminodlisis con alta regio y estéreo

especificidad de sustratos.

1.3.1. Clasificacion

Las proteasas se clasifican en el grupo 3, subgrupo 4 (EC 3.4.x.x) sin
embargo, estas enzimas no cumplen fielmente con el sistema general de
nomenclatura de enzimas debido a su inmensa diversidad en mecanismos de
catélisis y estructura (Rao et al., 1998, Veloorvalappil et al., 2013).
Actualmente, las proteasas se clasifican en base a diferentes criterios: la
posicion del enlace a escindir, el tipo de reaccion catalizada, la naturaleza
guimica del sitio catalitico, homologia entre secuencias de aminoacidos y
relacion evolutiva con respecto a su estructura. Basados en la naturaleza
guimica del sitio catalitico tradicionalmente, se clasifica a las proteasas en

cuatro grupos principales:
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- Serin proteasas (EC 3.4.21), se caracterizan por la presencia de un
residuo de serina en su sitio activo.

- Cistin proteasas (EC 3.4.22), su actividad depende de una diada
catalitica que consta en un residuo de cisteina y uno de histidina.

- Aspartil proteasas (EC 3.4.23), dependen de residuos de acido
aspartico para su actividad catalitica.

- Metalo proteasas (EC 3.4.24), se caracterizan por el requerimiento de

cationes metalicos divalentes para su actividad.

No obstante, en los ultimos afios el avance en el estudio de las proteasas ha
permitido la identificacibn de nuevas enzimas que se caracterizan por la
presencia de residuos como: treonina, acido glutamico y asparagina en su
sitio activo. Existen también bases de datos como MEROPS, que clasifica las
proteasas en una estructura jerarquica de familias y clanes. Cada enzima es
asignada a una familia en base a similitudes (estadisticamente significativas)
en las secuencias de aminodacidos y las familias que se consideran homologas

se agrupan en un clan (Rawlings et al., 2012).

1.3.2. Mecanismo catalitico de las serin proteasas

Los estudios del mecanismo catalitico de las proteasas han revelado que
estas enzimas exhiben diversos tipos, cada uno basado en la configuracion
del sitio activo. Las serin proteasas presentan un mecanismo catalitico bien
conocido, compartido por otras enzimas no necesariamente proteoliticas como
lipasas y cutinasas. Esta clase de proteasas tienen un centro activo formado

por tres aminoacidos absolutamente conservados, Serina, Histidina y

26



Carboxilesterasas de A. nidulans

Aspartato, que puede encontrarse por lo menos en cuatro diversos contextos
estructurales manteniendo su orientacion geométrica en la estructura de la

proteina (Voet et al., 2009).

La estructura del centro activo explica la reactividad especial de la serina. La
disposicion de los residuos de la triada catalitica se presenta de la siguiente
manera: la cadena lateral de la serina forma un puente de hidrégeno con el
anillo imidazol de la histidina. El grupo —NH de este anillo imidazol se
encuentra a su vez, formando un puente de hidrégeno con el grupo
carboxilato del acido aspartico (Figura 4). El residuo de histidina se encuentra
proximo a la posicion de la cadena lateral de la serina para polarizar a su
grupo hidroxilo dejandolo preparado para la desprotonizacién. En presencia
del sustrato la histidina acepta el proton del grupo hidroxilo de la serina.
Actuando asi, el residuo funciona como un catalizador bésico general. La
retirada del protén del grupo hidroxilo genera un ion alcéxido que tiene mucho
mayor poder nucledfilo que un alcohol. El residuo de aspartato ayuda a
orientar al residuo de histidina y lo convierte, a través de efectos

electrostaticos en un mejor aceptor del proton.

Después de la unién del sustrato (Figura 5), el &tomo de oxigeno de la cadena
lateral de la serina 195 lleva a cabo un ataque nucleofilico sobre el atomo del
carbono carbonilo del enlace peptidico, lo que lleva a tener cuatro atomos
enlazados al carbono carbonilo, formando un tetraedro, en vez de tres atomos
en una disposicion plana. La inestabilidad inherente al intermediario
tetraédrico formado mantiene una carga negativa formal sobre el atomo de

oxigeno derivado del grupo carbonilo. Esta carga se estabiliza mediante
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interacciones con grupos —NH de la proteina en un centro denominado
cavidad del oxianion. Estas interacciones ayudan también a estabilizar el
estado de transicion que precede a la formacién del intermediario tetraédrico.
Después, este intermediario tetraédrico se colapsa para generar el acilo
enzima (paso 2). Este paso se facilita mediante la transferencia de un proton
desde el residuo de histidina cargado positivamente al grupo amino formado

por la ruptura del enlace peptidico.

El componente amino se encuentra ahora libre para apartarse de la enzima
completando la primera etapa de la reaccion hidrolitica o acilacion de la
enzima. El siguiente paso, la desacilacion, comienza cuando una molécula de
agua se sitia en el lugar ocupado anteriormente por el componente amina del
sustrato (paso 3). El grupo éster del acil enzima se hidroliza ahora mediante
un proceso donde la histidina 57 actia como un catalizador basico general,
separando el proton de la molécula de agua. El ion hidroxido resultante ataca
al &tomo del carbono carbonilo del grupo acilo, formando un intermediario
tetraédrico (paso 4). Esta estructura se descompone para formar el producto
acido carboxilico. Finalmente, la liberaciéon del producto acido carboxilico

(paso 5) pone a punto a la enzima para desarrollar otro ciclo catalitico.
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FIGURA 5. Mecanismo catalitico de las serin proteasas. La reaccion

comprende 1) el ataque nucleofilico de la Ser del

sitio activo en el atomo de

carbono carbonilo del enlace peptidico escindible, para formar el intermediario
tetraédrico; 2) descomposicion del intermediario tetraédrico en el intermediario
acilo-enzima mediante catalisis 4cida general por el sitio activo His polarizado
por Asp; 3) seguido de la pérdida del producto amino y su remplazo por una
molécula de agua; 4) la reversién del paso 2 para formar un segundo
intermediario tetraédrico y 5) la inversion del paso 1 para obtener el producto

carboxilo de la reaccién y la enzima activa.

Fuente: Voet et al., 2009.
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1.4. Aspergillus nidulans

1.4.1. Descripcion general

Aspergillus nidulans, también conocido como Emericella nidulans cuando se
refiere a su forma perfecta o sexual (teleomorfo), es un hongo filamentoso

perteneciente a la familia Trichocomaceae, filo Ascomycota.

Es un microorganismo saprofito que posee una gran capacidad para
adaptarse y vivir en ambientes muy diversos tanto en el aspecto fisico-quimico
como en el bioldgico. Esta extrema variabilidad de nichos se corresponde con

la elevada versatilidad metabolica de este hongo filamentoso.

El ciclo de vida de A. nidulans se caracteriza por la presencia de cuatro
estadios bien definidos: crecimiento vegetativo, reproduccion asexual,
reproduccion sexual y el ciclo parasexual. El crecimiento vegetativo de A.
nidulans como en otros hongos, inicia con la germinacion de una espora con
el establecimiento de la polaridad. Esta puede ser un conidiospora (espora
asexual) o una ascospora (espora sexual). Generada la polaridad emerge el
tubo de la germinula, la hifa tubular crece por extension apical y ramificacion
lateral, formando un entramado de hifas interconectadas denominado micelio
(Adams et al., 1998). Las hifas estan divididas por septos perforados a través
de los cuales se produce el intercambio de nutrientes y efectores entre los

diferentes compartimentos o células.

Aproximadamente 16 horas después de la germinacién, algunas hifas que
emergen al micelio aéreo muestran las primeras evidencias fenotipicas de

especializacion, diferenciandose los primeros conidiéforos. A medida que la
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colonia se expande radialmente, nuevas hifas van emergiendo al medio aéreo,
produciéndose la consiguiente generaciéon de nuevos conidioforos. Asi, el
inicio de la diferenciacion asexual va dejando los conidiéforos mas antiguos en
el centro y los mas recientes en los extremos (Adams et al, 1998). La
finalizacion de la reproduccion asexual inicia en el centro de la colonia y es
seguida por el inicio de otro proceso claramente reconocible, la formacion de
esporas sexuales. Esta etapa involucra la formacion de los cuerpos fructiferos
denominados cleistotecios, que estdn rodeados por células especializadas
llamadas células de Hille. En el interior de cada cleistotecio se encuentran
una gran cantidad de sacos denominados ascas, que contienen las esporas
sexuales o ascosporas. Las ascosporas son siempre haploides y contienen
dos ndcleos idénticos que proceden de una mitosis sin division celular (Todd
et al, 2007a). El ciclo parasexual en A. nidulans se caracteriza por la fusion
de hifas maduras durante la fase vegetativa, dando lugar a un intercambio de
material celular por anastomosis. En el caso de que las hifas fusionadas
pertenezcan a cepas genéticamente diferentes, se generaran individuos
heterocariontes que presentan nudcleos haploides con distinta dotacidn

genética (Pontercorvo et al, 1953; Glass et al., 2004).
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FIGURA 6. Ciclos de vida de Aspergillus nidulans
Fuente: Cobefio, 2011.
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1.4.2. Importancia de Aspergillus nidulans como modelo de estudio

La secuencia del genoma de A. nidulans se publicé en diciembre de 2005.
Contiene 30 Mpbs organizadas en ocho cromosomas y se ha estimado un
numero de 10.000 genes (Galagan, et al., 2005). La disponibilidad de dicha
informacion es una importante herramienta de trabajo y supone un avance
significativo que permitira seguir utilizando A. nidulans como organismo
modelo, genéticamente manipulable, en estudios de genética y biologia
celular y molecular en eucariotas. Como organismo homotélico, con un ciclo
sexual bien caracterizado, constituye el modelo genético de referencia para
otras especies asexuales y heterotalicas del género Aspergillus de gran
interés en industria, como A. oryzae o A. flavus, o en medicina, como A.

fumigatus.

A esta caracteristica se une su enorme versatilidad metabdlica, que ha
permitido identificar numerosas rutas del metabolismo primario y secundario.
Los hongos filamentosos y en particular los del género Aspergillus, son los
principales productores de actividades enzimaticas que tienen importantes
aplicaciones en la industria alimentaria y de bebidas. Aspergillus nidulans no
se utiliza industrialmente, sin embargo, es capaz de producir una amplia
variedad de actividades enzimaticas extracelulares industrialmente utiles.
Algunas de las actividades referidas son: celulasas, proteasas, xilanasas y

CEH (Fernandez-Espinar, et al, 1992, Jabasingh y ValliNachiyar, 2011).
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2. ANTECEDENTES

2.1 CEH en Aspergillus nidulans

Un analisis de las secuencias de CEH en la base de datos del genoma de A.
nidulans (Galagan et al., 2005) revel6 que existen mas de 40 genes que
codifican para la produccion de esta clase de enzimas (Pefia, 2009). En esta
base de datos, las enzimas estan clasificadas de acuerdo al dominio que la
proteina presenta en la base de datos Pfam (Protein families database of
alignments y HMMSs). Se encontraron 18 secuencias de genes que codifican
para carboxilesterasas 4 secuencias de genes que codifican para cutinasas, 1
gen de esterasa y el resto diferentes tipos de lipasas y otras enzimas (Tabla

4).

TABLA 4. Secuencias de CEH encontradas en el genoma de A. nidulans

Dominio Secuencias

Lipasas 3

Lipasa

Lipasa con motivo GDSL

Lipasa secretoria

Esterasa

Cutinasa

Carboxilesterasas

a/B hidrolasa asociada a lipasa

Otras

Total 45
Fuente: Pefia-Montes, 2009.

NP EBEARPNODMD
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No obstante la existencia de todas estas secuencias de CEH hipotéticas en el
genoma de A. nidulans, existen pocos reportes sobre la produccion de las

enzimas por el microrganismo.

Ogundero V.W (1982) reporté el aislamiento de una cepa de A. nidulans de
Palma Nigeriana. ElI microorganismo presentdé capacidad para degradar
aceites vegetales y triacilgliceroles. La caracterizacion de los extractos
enziméaticos extracelulares reveld que la enzima mostrd6 mayor actividad a pH

6.5y 45°C.

Garcia-Lepe y colaboradores (1997) reportaron la produccion actividad de
lipasa y cutinasa en cultivos autolisados (20 dias de cultivo en medio mineral
suplementado con extracto de levadura 1%) de diferentes hongos
filamentosos incluyendo, cepas de Aspergillus nidulans. La actividad lipolitica
y cutinolitica se determinaron empleando como sustrato Tween-80 y cutina,

respectivamente.

St. Leger y colaboradores (1997) reportaron la produccion de actividad
cutinasa en Aspergillus nidulans. La actividad se detecté empleando medio
minimo (pH 6) suplementado con extracto de levadura 0.1% vy

policaprolactona (0.5%) como fuente de carbono e inductor.

Posteriormente, Mayordomo et al., (2000) reportaron la purificacion de una
lipasa de 29 kDa que mostraba actividad alta a bajas temperaturas (0-20 °C).
La produccion de la proteina se indujo con aceite de oliva. La temperatura y

pH O6ptimos para la enzima fueron de 40°C y 6.5. La enzima mostré
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preferencia por ésteres de acidos grasos con longitud de cadena corta y

mediana. No se obtuvo la secuencia de la proteina.

Algunas de las CEH hipotéticas de A. nidulans que han sido clonadas y
expresadas como enzimas recombinantes son: cutinasas AN7541.2 vy
AN7180.2 (Bauer et al., 2006) expresadas en P. pastoris, feruloil esterasa tipo
B (AN1772.2), expresada en S. cevisiae (Shin y Chen, 2007) y esterasa Stcl
(enzima involucrada en la biosintesis de esterigmatocistina) expresada en P.

pastoris (Pefia, et al., 2009)

2.2 Proteasas en Aspergillus nidulans

La produccion de proteasas en A. nidulans ha sido ampliamente estudiada. En
el filtrado del medio de cultivo de A. nidulans Cohen (1973b) identifico tres
proteasas extracelulares (a, y, €) y una proteasa (B) que es estrictamente

intracelular.

Estudios realizados han revelado que en A. nidulans las enzimas proteoliticas
extracelulares se producen en respuesta a condiciones limitantes de carbono,
nitrégeno o sulfuro, independientemente de la presencia o ausencia de

proteina en el medio de cultivo (Cohen, 1973a, Katz et al., 2008).

Algunas de las proteasas extracelulares de A nidulans ha sido purificadas y
caracterizadas (Tabla 5). Dos de la proteasas (30 y 42 kDa) pertenecen a la

clase serin y la de menor peso molecular (19 kDa) al tipo metalo proteasa.
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TABLA 5. Proteasas de Aspergillus nidulans purificadas.

Clase de SEEC .
proteasa Gen molecular Referencia

(kDa)
Serin - 30 Ansary y Stevens 1983b
Serin - 42 Charles, P. et al.,2008
Metalo PepJ 19 Emri T. et al., 2009

Se han aislado 3 genes prtA, prtB y pepJ que codifican para la produccion de
proteasas A. nidulans (vanKuyk, et al. 2000, Katz et al. 2008). La principal
actividad proteolitica producida por el hongo es atribuida a la enzima

codificada por el gen prtA.

2.3. Investigaciones del grupo de trabajo

Considerando la importancia y potencial de aplicacion de las enzimas CEH en
diferentes areas de la biotecnologia, en el grupo de trabajo se inicié una linea
de investigacion para buscar la produccion de estas enzimas en diferentes
cepas de hongos filamentosos. Particularmente, los estudios se enfocaron en
A. nidulans, un microorganismo modelo en investigacion, del cual existe poca

informacion sobre la produccién de esta clase de enzimas.

Kawasaki et al., (1995) reportaron la produccién de actividad lipolitica en la
cepa PW1 de A. nidulans. Encontraron que la actividad lipolitica producida por
el hongo (cuando se cultiva en medio conteniendo aceite de olivo como
inductor) es inhibida por glucosa mediante un mecanismo independiente del
gen creA e ldentificaron una banda unica de 37 kDa con actividad CEH sobre

laurato de o-nitrofenilo.
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Posteriormente, Pefia (2001) analizo diferentes nutrientes y condiciones de
cultivo para optimizar la produccién de actividad CEH en A. nidulans. Encontré
gue la mayor produccion de la actividad se obtenia al emplear aceite de olivo
(1%) como inductor, almidén (1.5%) como fuente de carbono y extracto de
levadura (0.5%) como fuente de nitrdgeno. También, purificd y caracterizé una
enzima con actividad CEH de 37 kDa producida en este medio (Pefia-Montes

et al., 2008).

En experimentos previos a la purificacion de esta CEH, se habia cultivado al
microorganismo en medio minimo con cutina como Unica fuente de carbono y
se determiné actividad cutinolitica (Pefia, 2001). Los resultados indicaban que
probablemente, la enzima realizaba las actividades de lipasa, esterasas y
cutinasa sin embargo, en una prueba inicial de identificacion de la proteina
mediante secuenciacién de péptidos internos, el resultado obtenido mostraba

gue la secuencia correspondia a una proteasa alcalina.

Con el propésito de continuar el trabajo de Pefia-Montes, se realizaron
pruebas preliminares con la finalidad de identificar la, o las enzimas, con
actividad CEH producida por A. nidulans en el medio de cultivo optimizado
(CEHM). Después de realizar una separacion electroforética de las proteinas
presentes en el filtrado (concentrado) del medio de cultivo, se observaron 3
bandas con dicha actividad catalitica empleando como sustrato acetato de a-
naftilo (Figura 7). Las enzimas presentaron los siguientes pesos moleculares
de acuerdo a su movilidad en SDS-PAGE, 37, 29 Y 24 kDa. La actividad de 37
kDa se asumio que correspondia a la enzima purificada por Pefia-Montes, la

de 29 kDa, por semejanza en el peso molecular (30 kDa) pudiera relacionarse
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a la lipasa reportada por Mayordomo et al., (2000), mientras que la de 24 kDa

era la primera vez que se observaba.

19

kDa 1

97.4
66.2

45
<— 37 kDa

31 <«— 29 kDa

21.5
14.4

FIGURA 7. Zimograma de actividad CEH en medio de cultivo optimizado
concentrado. 1, marcador de peso molecular, extracto concentrado medio de
cultivo CEHM. Las proteinas se separaron por SDS-PAGE, y la actividad

enzimatica se realiz6 empleando acetato de a-naftilo como sustrato.
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3.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La demanda de preparaciones altamente activas de CEH ha dirigido las
investigaciones hacia la busqueda de microorganismos productores asi como

en las estrategias de su cultivo para la obtenciéon de las enzimas.

El genoma de A. nidulans se tiene un gran numero de genes que codifican
para diversas esterasas hipotéticas, incluyendo CEH pero, solo algunas de
éstas han sido descritas a detalle y son muy pocos los estudios sobre la
regulacion de su produccion. Por lo cual, seria de gran importancia avanzar en
el estudio de estos temas, con el fin de la obtencion de enzimas para

aplicacién industrial y/o estudios.

En el grupo de trabajo se ha observado que A. nidulans produce 3 proteinas
gue presentan actividad de CEH cuando cultiva en un medio con aceite de
olivo como inductor. Una de estas proteinas (37 kDa) se purificé y caracterizo
sin embargo, considerando que la actividad CEH es realizada no sélo por

CEH, se tienen las siguientes interrogantes por resolver:

— Las tres actividades CEH detectadas en el extracto de A. nidulans,
£,sSon una sola o son enzimas diferentes?, ¢se clasifican como CEH o

pertenecen a otra clase?
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— La secuencia del gen que codifica la enzima CEH (37 kDa) de A.
nidulans, ¢es la misma que la reportada para el gen de la serin

proteasa (PrtA) hipotética de A. nidulans?

— Si se cultiva a A. nidulans en presencia de inductores diferentes al
aceite de olivo, ¢qué clase de CEH producird?, ¢como sera la

regulacion de su produccion?, ¢qué caracteristicas de interés

presentaran estas enzimas?

Para dar respuesta a estas interrogantes, en la presente Tesis, se planteo el

cumplimiento de los siguientes objetivos:
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4.- OBJETIVOS

Objetivo general

Identificar las actividades CEH producidas en diferentes condiciones de

induccion por Aspergillus nidulans.

Objetivos especificos

- Analizar el efecto inductor de diferentes compuestos sobre la produccion de

CEH: triacilglicerdles, acidos grasos, cutina pura y cuticula de vegetales.

- Evaluar el efecto de fuentes de carbono sobre a produccion de CEH:

almidén, glucosa, sacarosa y glicerol.

- Purificar e identificar las CEH producidas bajo diferentes condiciones de

cultivo.

- Realizar la caracterizacién bioquimica de las CEH.
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5.- MATERIALES Y METODOS

5.1. Microorganismo y mantenimiento

Aspergillus nidulans PW1 (biAl, argB2, methG1, veAl) fue proporcionado por
el Dr. Jesus Aguirre, del Instituto de Fisiologia Celular, UNAM. Las esporas de
A. nidulans se cosecharon en placas con medio minimo (Kafer, 1977). Se
colectaron en solucion de NaCl (0.1%) y se conservaron a 4 °C en silica gel

(Kawasaki et al., 1995).
5.2 Condiciones y medios de cultivo
5.2.1. Condiciones de cultivo

Los experimentos se realizaron en matraces Erlenmeyer conteniendo 50 mL
de medio de cultivo estéril. El medio se inoculé con 1x10° esporas/mL. Los

matraces se incubaron con agitacion (300 rpm) a 37 °C durante 24 h.
5.2.2. Medio minimo (MM) (Kafer, 1977).

La concentracion de los componentes que se utilizaron para preparar un litro
de medio minimo fue la siguiente: NaNOg, 6.0 g, KCI, 0.52 g, MgSO,. 7H,0,
0.52 g, KH,POq4, 1.52 g, glucosa, 10 g, 1 mL de solucidon de elementos traza
(H,0, 100 mL, ZnSO4-7H,0, 2.2 g, HsBO3 1.1 g, MnCl,-4H,0, 0.5 g, FeSO.-
7H,0, 0.5 g, CoCl,-5H,0, 0.16 g, CuSO4-5H,0, 0.16 g, (NH4)6-M07024-4H0,

0.11 g, EDTA, 5.0 g.), metionina, 0.011 g, arginina, 16.8% (p/v), biotina
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(disuelta en etanol), 0.0025% (p/v). Para la elaboracion de placas se

agregaron 15.0 g de agar. El pH del medio se ajusté a 6.5 con NaOH.

5.2.3. Medio para produccion de CEH (CEHM)

El CEHM se prepar6 de manera similar al medio minimo con las
modificaciones siguientes: se agreg6 almidon (1.5%) como fuente de carbono
en lugar de glucosa, extracto de levadura (0.5%) se usé como fuente de

nitrégeno organica y aceite de oliva (0.5%), como inductor (Pefia, 2001).

5.3. Efecto de nutrientes sobre la produccion de CEH

Los medios de cultivo CEHM Y MM se emplearon como base para analizar el
efecto de diferentes nutrientes e inductores sobre la produccién extracelular
de CEH por A. nidulans, las modificaciones a los medios para analizar cada

caso se describen a continuacion.

5.3.1 Efecto de triacilgliceroles y acidos grasos

El aceite de olivo en el medio CEHM se sustituy6 con triacilgliceroles y acidos
grasos con diferente largo de cadena (C,-C1g) a una concentracion final de 0.1

0 0.5 %. El medio CEHM sin aceite de oliva se emple6 como control.

5.3.2. Efecto de fuentes de carbono

En el medio CEHM, la fuente de carbono (almiddn 1.5%) fue sustituida por las
siguientes fuentes: glucosa, sacarosa, glicerol y almidén a concentraciones de

0.5 6 1%. El medio CEHM sin almidén fue el control.
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5.3.3. Efecto de la concentracién de aceite de oliva

Se analizaron diferentes concentraciones del aceite de oliva en el medio
CEHM: 0.1%, 0.5% y 1% (v/v) manteniendo sin modificaciones los demas

componentes del medio.

5.3.4. Efecto de cutina, cascara de manzana, tomate y papa

Se prepar6 el medio minimo como lo describié Kafer (1977), reemplazando la
fuente de carbono (glucosa 1%w/v) por cutina de manzana, cascaras de

manzana, tomate y papa a una concentracion del 0.4 % p/v.

5.4. Obtencién de cutina

La cutina se aislo a partir de la cdscara de manzanas Golden Delicious y se
prepardé de acuerdo al protocolo descrito por Walton y Kolattukudy (1972). La

estructura de la cutina se confirmo por espectroscopia de infrarojo.

5.5. Determinacién de actividad enziméatica

5.5.1. Actividad CEH

Se determind de acuerdo al método de Nawani et al., (1998). Se emplearon
0.1 mL de enzima, 0.8 mL de amortiguador de fosfatos (pH 7.5, 0.05 M), y 0.1
mL de 0.01M laurato de p-nitrofenilo (p-NPL) en etanol. La reaccion hidrolitica
se realizd a 25°C por 5 minutos después de los cuales se adicionaron 0.25 mL
de NaCO3 0.1 M. La mezcla se centrifugd y enseguida se midi6 la absorbancia
a 420 nm. Una unidad de actividad CEH se define como la cantidad de enzima
gue libera 1 pumol de p-nitrofenilo (p-NP) por minuto bajo las condiciones del

ensayo. Se usé una curva de calibracion de densidad Optica contra
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concentracion de p-nitrofenilo para estimar la formacion del éste producto.

Todos los resultados se presentaron como la media aritmética de 3 ensayos.
5.5.2. Actividad cutinasa

Reaccién de hidrolisis de cutina. Se tomaron 700 uL de la enzima diluida en
buffer de fosfatos 0.05 M, pH 7.5, después se adiciond 5 mg de cutina
previamente suspendida en 300 uL de tolueno (100%). La reaccién se incubo
a 72 ha37 °C, a 100 rpm. Un blanco sin la muestra de enzima se evalu6 en

las mismas condiciones.

Evaluacion de la hidrdlisis de cutina por cromatografia en capa fina (CCF). Los
productos de la hidrolisis fueron sometidos a una cromatografia en capa fina
empleando silica 60 y un indicador fluorescente. Como disolvente de
desarrollo se empleé una solucién de éter dietilico, éter y acido acético
(60:40:1 v/v). Los productos fueron visualizados en una camara de luz
ultravioleta (CAMAG) para CCF a 254 nm empleando como revelador una

solucion de diclorofluoresceina (0.1%) en spray.

Identificacion de los productos de hidrolisis. La fase organica se extrajo con
cloroformo y se filtr6 empleando un embudo Blichner con membrana de nylon
(Whatman®) de 0.45 um (17). El solvente fue removido por succién y las

muestras fueron analizadas por espectroscopia de infrarrojo.

5.5.3 Electroforesis en gel de poliacrilamida y deteccion de actividad “in
situ”.

Los geles de poliacrilamida se prepararon al 12 % como se describe en

Laemmli (1970). Se utilizé el equipo de electroforesis Mini Protean® Il (Bio-
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Rad). La tincion de las proteinas se realiz6 con plata (Silver stain Kit,
Fermentas) o azul de Coomassie. Los pesos moleculares de las proteinas se
determinaron por comparacion de su movilidad con una mezcla de proteinas

con un rango de 14.4 kDa a 116 kDa (Fermentas).

Después de la separacion electroforética de las proteinas, la actividad
esterasa se determiné por zimografia. Las proteinas fueron renaturalizadas de
acuerdo al siguiente procedimiento: el gel se lavé con Buffer de fosfatos (pH
7.5, 0.05 M) por 30 min con agitaciobn constante a temperatura ambiente,
después se realiz6 un segundo lavado en el mismo buffer conteniendo Tritén
X-100 (5 %) bajo las mismas condiciones y se finalizd con la repeticion del

primer lavado.

Para el desarrollo de la actividad CEH, el gel se incubé por 15 min a
temperatura ambiente en Buffer A (buffer de fosfatos pH 7.5, 0.05 M y acetato
de a-naftilo 3 mM), enseguida se afiadi6 el buffer B (buffer de fosfatos pH 7.5,
0.05 My Fast Red 1 mM). La reaccion se incub6 hasta la deteccion de bandas

de color rojo oscuro en el gel indicando la actividad enzimética.

5.6. Cuantificacién de proteina

La concentracion de proteina se determind empleando el método de Bradford
(1976). Se uso6 un kit comercial (Bio-Rad Protein Assay) y se siguieron las
instrucciones del fabricante. La albumina de suero bovina se emple6 como

proteina estandar para construir la curva patron.
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5.7. Purificaciéon de la CEH de 29-kDa

La purificacion de la enzima se realizé por medio de electroforesis preparativa
usando el sistema Pre-Cell® (Bio Rad). Para la resolucién de la proteinas se
prepard un gel de acrilamida al 10% (0.1% SDS p/v). Se cargaron 2 mL (1
mg/mL de proteina) del extracto concentrado previamente tratado con buffer
de carga (conteniendo SDS y B-mercaptoetanol) y calentado por 2-3 min. Se
colectaron 80 fracciones secuenciales de 5 mL. Cada una de las fracciones se
concentrd en una celda de ultrafiltracién Amicon® hasta un volumen de 500 pL
con una membrana de corte nominal de 10 kDa y después se analizaron por
SDS-PAGE vy zimografia. Las proteinas se visualizaron por tincién de
Coomassie o0 tincion con plata (Silver stain kit, Fermentas). Las fracciones
conteniendo la enzima pura fueron reunidas y concentradas de nuevo

mediante ultrafiltracion.

5.8. Identificacion de las CEH

5.8.1 CEH inducidas por aceite de olivo
Proteina de 37 kDa

Las proteinas separadas por electroforesis se transfirieron a una membrana
de PVDF Immobilon-P  (Millipore) mediante el dispositivo de
electrotransferencia Mini Trans-Blot® (Bio-Rad), se siguieron las condiciones
descritas en el manual del fabricante. Posteriormente, la banda de la proteina
con peso molecular de 37 kDa se cortd y se envio (Protedmica, Torre de
Investigacion, Facultad de Medicina UNAM) para la secuenciacion del amino

terminal mediante el procedimiento de degradacion de Edman (1950). Una
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vez obtenida la secuencia N-terminal de la proteina, ésta se comparé con las

secuencias reportadas en las bases de datos para su identificacion.

Proteina de 29 kDa

Una vez obtenida la enzima pura, ésta se digiri6 enzimaticamente y la mezcla
resultante fue separada y analizada mediante el sistema LC-MS/MS
(cromatografia liguida acoplada a espectrometros de masas capaces de
producir espectros en tandem) en la Unidad de Protedmica del Instituto de
Biotecnologia de la UNAM (IBT). Después de extraer los péptidos, éstos se
analizaron por espectrometria de masas (Accela High Speed liquid
chromatography system, mass spectrometer LTQ-Orbitrap Velos, Thermo
Scientific Co.). Los péptidos precursores ionizados fueron aislados y
fragmentados para la realizacion de un segundo espectro de masas que
generaron los datos necesarios para el establecimiento de la secuencia de
cada péptido precursor. El andlisis se realiz6 manualmente y, ademas, se
emplearon el software SEQUEST (http://fields.scripps.edu/sequest/) y el
programa Matrix science (Mascot Search Result)
(http://www.matrixscience.com). Finalmente, las secuencias de estos péptidos
se sometieron a una busqueda y comparacion por homologia en las bases de

datos de proteinas, lo que llevé a la identificacion de la enzima.

Proteina de 24 kDa

Después de la separacion electroforética e identificacion de la proteina

mediante zimograma, las bandas se cortaron del gel y se digirieron
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enzimaticamente en péptidos pequefos. La mezcla resultante fue separada y

analizada por LC-MS/MS como se describe para la proteina de 29 kDa.
5.8.2 CEH inducidas con cutina
Proteina de 22 kDa

Se cultivo al hongo por 48 h en el medio minimo con cutina, posteriormente, el
medio de cultivo se filtré a través de una gaza, el extracto crudo obtenido se
concentr6 mediante ultrafiltracién en una celda Amicon®, empleando una
membrana con un tamafio de corte nominal de 10 kDa. La mezcla de
proteinas concentradas se sometieron a separacion electroforética y
posteriormente se identifico la enzima mediante zimograma. La banda de la
proteina se corté del gel y se digirié enzimaticamente en péptidos pequefios;
la mezcla resultante fue separada y analizada por LC-MS/MS en la unidad de

proteémica del IBT, UNAM.
5.9. Recursos bioinformaticos

Se emplearon diferentes recursos bioinformaticos disponibles en los
siguientes sitios de internet: http://www.ncbi.nim.nih.gov, http://www.expasy.ch
y http://www.ebi.ac.uk. La identificacion del péptido sefal se realiz6 usando el
programa “SignalP” v3 (Nielsen et al., 1997). La predicion del sitio de
fosforilacion se hizo con el programa “NetPhos” 2 (Blom et al., 1999). Las
secuencias de cutinasas se obtuvieron de la base de datos “Genbank”
Operado por el NCBI (Centro Nacional Estadounidense para la informacion
sobre Biotecnologia), los nimero de acceso son listados en la Figura 10. La

similitud de las secuencias se determind por busqueda contra las bases de
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datos usando el programa “FASTA3” (Pearson y Lipman, 1988), y el
alineamiento multiple de secuencias se obtuvo con el “CLUSTAL” W2 (Higgins
y Sharp, 1988) utilizando los parametros predeterminados. Para el analisis
filogenético se utilizé el programa “MEGA” version 4 (Tamura et al., 2007), con
el método “Neighbor-Joining” (Saitou y Nei, 1987) y el modelo de evolucion
Jones-Taylor-Thornton (JTT) (1992). Se realiz6 una prueba “bootstrap” con
1000 réplicas para obtener un arbol filogenético consenso. Como unidad de
medida de distancia evolutiva se utiliz6 el numero de sustituciones de

aminoacidos por sitio, que se calculd utilizando la matriz JTT.

5.10. Caracterizacion en crudo de la cutinasa ANCUT1

5.10.1 Efecto de la temperatura sobre la actividad y estabilidad

Para la determinacién del efecto de la temperatura sobre la actividad CEH del
extracto concentrado, se tomaron alicuotas de éste y se incubaron por 5 min
en regulador de fosfato de potasio (pH 7.5, 0.05 M), a diferentes temperaturas:
20, 25, 30, 40 y 50 °C. La actividad se expresé en porcentajes, considerando

como 100% el valor de actividad mas alto en la serie de ensayos.

El efecto de la temperatura sobre la estabilidad del extracto enzimatico se
determind tras preincubar la muestra en regulador de fosfato de potasio (pH
7.5, 0.05 M) a diferentes temperaturas: 20, 30, 40 y 50 °C, durante 1 hora. En
seguida se realizo0 la actividad CEH residual por el método
espectrofotométrico empleando laurato de p-nitrofenilo como sustrato a 25 °C.
La actividad CEH residual se expres6 en porcentajes, considerando como

100% el valor de la actividad enzimatica sin tratamiento térmico.
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5.10.2 Efecto del pH sobre la actividad y estabilidad

El efecto del pH en la actividad CEH se analizé incubando el extracto a
diferentes valores de pH, los buffers que se emplearon fueron los siguientes:
fosfato de potasio (pH 6.0 y 7.0) Tris- HCI (pH8.0), CHES (pH 9.0 y 10.0), a
una concentracion de 0.05 M. La actividad CEH se midié con el método de
Nawani descrito en la seccion 5.5.1, solo variando el buffer empleado. La
reaccion se realizé por 5 min a 25 ° C. La actividad se expreso en porcentajes,

considerando como 100% el valor mas alto en la serie de ensayos.

Para determinar el efecto del pH en la estabilidad del extracto enzimatico, la
muestra se preincubo en buffers a diferentes pHs: fosfato de potasio (pH 6.0 y
7.0) Tris- HCI (pH 8.0), CHES (pH 9.0 y 10.0), a 4 °C durante 24 h. Enseguida,
se realizaron ensayos para analizar la actividad CEH residual en cada prueba,
empleando laurato de p-nitrofenilo como sustrato, en buffer de fosfatos, pH 7.5
a 25°C por el método espectrofotométrico. La actividad CEH residual se
expresd en porcentajes, considerando como 100% el valor de la actividad

enzimatica del extracto sin el tratamiento de preincubacion.

5.10.3 Especificidad de sustrato

La especificidad del extracto enzimatico hacia diferentes ésters de p-nitrofenilo
fue analizada por el método descrito en la seccion 5.5.1. Los sustratos que se
analizaron fueron: acetato de p-nitofenilo (C,), caprilato de p-nitrofenilo Co),
laurato de p-nitrofenilo (Ci2), miristato de p-nitrofenilo (Ci4), palmitato de p-

nitrofenilo (Ci¢), esterato de p-nitrofenilo (Cig). Los resultados se expresaron
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como porcentaje de actividad relativa, se asigné el 100% al sustrato con

mayor actividad.
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6.-RESULTADOS Y DISCUSION

CAPITULO 1.

CEH PRODUCIDAS EN MEDIO CON ACEITE DE OLIVA COMO INDUCTOR

(CEHM)

Efecto de triacilgliceroles y acidos grasos en la produccion de actividad

de CEH

Los lipidos y algunas sustancias relacionadas con ellos, comiunmente inducen
la produccion de CEH. En A. nidulans se encontr6 un incremento en la
produccién de actividad CEH con la adicion de triacilgliceroles de cadena
mediana y larga comparada con la adicion de triacilgliceroles de cadena corta.
La maxima actividad enzimatica se obtuvo con trioleina (Tabla 6). Cuando se
adicionaron &cidos grasos, las producciones mas altas de actividad CEH se

obtuvieron con los &cidos araquidico, (Cyp) y acido estearico, (Cyg).

Para la identificacidon de la enzima, se analizaron los patrones de las proteinas
producidas en los diferentes extractos crudos mediante SDS-PAGE vy
zimogramas. En el extracto del medio adicionado con triacetina se observé un
mayor niumero de bandas de proteinas comparado con los medios restantes.
En los medios con trioleina y aceite de oliva el patrén observado fue muy
similar. Asimismo, se encontré que la intensidad de las bandas de proteinas

con pesos moleculares de 29 y 20 kDa se incrementa de acuerdo con el largo
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de cadena del acido graso esterificado al triacilglicerol. Mediante zimograma
de cada extracto crudo (sin concentrar) se observé que solo la proteina de 29
kDa desarrolla la actividad CEH (Figura 8B) no obstante, en el extracto de
CEHM concentrado 20 veces, se detectaron tres bandas con la actividad CEH
(37, 29 y 22 kDa) coincidiendo con resultados previos del grupo de trabajo
(Pefa-Montes, et al; 2008). En el presente estudio estas proteinas son
identificadas como la proteasa alcalina PrtA, una nueva cutinasa (ANCUT2) y
su producto de procesamiento pos-traduccional respectivamente. Los detalles

sobre estos resultados se muestran mas adelante.

TABLA 6. Efecto de triacilgliceroles, acidos grasos y aceite de oliva en la
produccion de actividad CEH en Aspergillus nidulans.

Actividad
Fuente analizada CEH
(U/mL)

Actividad
especifica CEH
(U/mg)

Proteina

(ng/mL)

Ninguna Aceite de oliva 0% 0.085+0.025 14.3+1.3 5.97+1.77
Concentracién de Aceite de oliva 0.1% 1.624+0.183 22.310.9 72.76+8.18
aceite de olive Aceite de oliva® 0.5% 1.181+0.321 21.741.1 54.34+14.77
Aceite de oliva 1% 0.709+0.066 20.6x£1.0 34.45+3.19
Triacilglicerol Triacetina 0.5% 0.042+0.001  26.3+0.6 1.58+0.09
Tributirina 0.5% 0.019+0.004 13.1+1.2 1.47+0.27
Tricaproina 0.5% 0.043+0.001 22.0+1.7 1.94+0.10
Trioctanoina 0.5% 0.095+0.009 20.2+1.1 4.71+0.54
Tricaprina 0.5% 0.111+0.002 23.4+1.1 4.71+0.13
Tripalmitina 0.5% 0.016+0.025  21.6+14 7.60+1.18
Tristearina 0.5% 0.164+0.009 21.0+£1.8 11.72+0.73
Trioleina 0.5% 0.367+0.021 19.7+1.4 18.66+1.20
Acido graso Miristico 0.1% 0.176+£0.025  25.5+0.7 6.50+1.02
Palmitico 0.1% 0.242+0.023 26.1+0.6 9.27+0.91
Estearico 0.1% 0.476+0.009 24.4+2.4 19.53+0.47
Araquidico 0.1% 0.320+0.037 20.2+1.7 21.86+2.89
Oleico 0.1% 0.057+0.007 24.7+2.2 2.31+0.27

®El microorganismo se cultivd en CEHM. El aceite de olivo se sustituyd por el compuesto
indicado a la concentracibn mencionada.

La actividad CEH se determiné como se describe en la seccién 4.5.1. Todos los resultados se
representan como la media aritmética + DS de tres determinaciones separadas
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FIGURA 8. Efecto de triacilgliceroles sobre la produccion de actividad CEH. A)
Andlisis SDS-PAGE de las proteinas en los extractos crudos. Carril 1, MP,
marcador de peso molecular, carril 2-8, extractos de los medios conteniendo
triacilgliceroles de diferente largo de cadena, los niumeros arriba de cada carril
representan el largo de cadena del acido del triacilgliceroles (C,-Cig), carril 9
contiene el sobrenadante del cultivo del CEHM. Las proteinas fueron
visualizadas después de la tincibn con plata. B) Zimograma revelando la
actividad CEH en el sobrenadante del cultivo de CEHM. Se empleé como
sustrato acetato de a-natftilo.

El efecto inductor de ciertos aceites sobre la produccion de CEH del tipo
lipasas y carboxilesterasas verdaderas ha sido ampliamente reportado, no asi
en la obtencion de cutinasas. Comunmente, se suele utilizar la cutina o sus
hidrolizados como inductores principales de estas enzimas. Los resultados
presentados aqui muestran que el aceite de oliva al igual que algunos
triacilgliceroles y acidos grasos inducen la produccion de la CEH de 29 kDa en
A. nidulans. Pio y Macedo (2007) reportaron la produccion de una cutinasa en
Fusaruim oxysporum empleando diversos aceite entre ellos, aceite de linaza y

aceite de oliva ademas de acidos grasos como el palmitico, oleico y esteéarico.
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En contraste, la adicion de aceite de olivo en el medio de cultivo de
Thermomonospora fusca y Thermoactinomyces vulgaris inhibe por completo
el crecimiento y la produccion de cutinasas en estos microorganismo (Fett et

al., 1999, Fett et al., 2000).

Efecto de la concentracion de aceite de oliva

La concentracion del inductor es un factor importante a considerar cuando se
estudia la regulacién de la produccion de enzimas. En A. nidulans, el aceite de
oliva a una concentracion de 0.1% resultd el mejor inductor de CEH, mientras
gue concentraciones mayores al 1% inhibieron la produccion de la actividad

enzimatica (Tabla 6).

En el caso de la cutinasa de F. oxysporum se observaron resultados similares,
se obtuvo una mayor produccién de la actividad enzimatica cuando se empleé
aceite de oliva a una baja concentracion (0.5%) y un efecto negativo por la
adicién de aceite al 1% (Pio y Macedo, 2007). Algunos autores han atribuido
este efecto inhibitorio a la presencia de productos de hidrélisis generados
durante el cultivo (Sharkar et al., 1998), a la retroinhibicion (Henriette et al.,
1993) y a la interferencia en la transferencia de oxigeno (Martinez et al.,

1993).

Efecto de fuentes de carbono

Con la finalidad de mejorar el medio de cultivo para la produccién CEH
(CEHM), se buscé sustituir o disminuir la concentracion de la fuente de
carbono (almidén 1.5%) debido a que causa gelatinizacion, provocando

problemas en el manejo del medio de cultivo. La actividad CEH se disminuyo
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en el CEHM sin almidon, empleando aceite de oliva como Unica fuente de
carbono (Tabla 7). Al eliminar el almidon y emplear el aceite de oliva como
Unica fuente de carbono en CEHM, se disminuye la produccién de la actividad
CEH. Diferentes fuentes de carbono se adicionaron al 0.5%, y se encontro
gue cuando glucosa, sacarosa y almidon fueron empleadas, la actividad y el
patron de proteinas producidas por el hongo fueron conservadas, mientras
gue la produccion de la enzima disminuy6é cuando glicerol (0.5%) o glucosa

(1%) fueron usadas como fuentes de carbono (Tabla 7).

TABLA 7. Efecto de fuentes de carbono sobre la produccion extracelular de
actividad CEH en A. nidulans.

Fuente de carbon HEIIRER] & En FIEIETE Qs(.:[t)lgtlz?f?ga
(U/mL) (ug/mL)
Almidon 0% 0.105+0.011 18.79+1.2 5.59+0.5
Almidén 0.5% 1.444+0.075 24.4+0.4 59.22+3.0
Glucosa 0.5% 1.376+£0.110 16.2+0.8 84.95+6.7
Glucosa 1% 0.181+0.032 22.1+1.5 8.19+1.4
Sacarosa 0.5% 1.353+0.046 17.5x0.4 77.43+2.6
Glicerol 0.5% 0.874+0.067 18.3+0.9 47.83+3.6

Aspergillus nidulans se cultivd en CEHM (almiddn 1.5%, extracto de levadura 0.5%, aceite de
levadura 0.5%), el almidén se sustituyd por el compuesto indicado a la concentracion
indicada. La actividad CEH se determiné como se describe en seccion 4.5.1. Todos los
resultados representan la media aritmética + SD de tres determinaciones separadas.

Este efecto de represion por fuentes facilmente asimilables como la glucosa
se ha reportado en otras cutinasas y lipasas (Lin y Kolattukudy, 1978,
Henriette et al., 1993). En A. nidulans, la actividad CEH en medio minimo es
reprimida por glucosa a través de un mecanismo independiente de creA

(Kawasaki et al., 1995).
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Purificacion de la CEH de 29 kDa y su identificacion por andlisis de la

secuencia interna de aminoacidos.

Después de la separacion de proteinas por electroforesis preparativa en el
sistema Prep-Cell® se colectaron en total 80 fracciones. El andlisis SDS-PAGE
y la zimografia revelaron que 15 fracciones (numeradas del 27-42) contenian
la proteina de 29 kDa (Figura 9). La proteina pura se encontré en las
fracciones 30-40. El procedimiento de purificacion de esta proteina se realizé
5 veces sin variaciones significativas, demostrando la reproducibilidad del

método.

La banda conteniendo la enzima pura se cort6 y se sometié a LC-MS/MS para
su identificacion. En la Figura 10 se muestran las secuencia (en color azul) de
los tres péptidos obtenidos y su ubicacion en la proteina. Todos los péptidos
coincidieron con la secuencia de la proteina ABF50887.1 (cddigo de acceso
del GenBank), que codifica para una cutinasa de A. nidulans FGSC A4 (Bauer
et al., 2006) con cédigo de acceso AN7541.2 en la base del genoma de

Aspergillus y que en este estudio se designé como ANCUT2.
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FIGURA 9. Purificacion de cutinasa ANCUT2. A) Analisis SDS-PAGE en
fracciones colectadas numeradas (carriles 2-11) y marcadores de peso
molecular MPM (carril 1). B) Identificacion de actividad CEH en la fraccion
pura 33, usando zimografia con acetato de a-naftilo como sustrato realizada
en gel SDS-PAGE.

Analisis de la secuencia de aminoacidos de ANCUT?2

La secuencia de la proteina consta de 255 residuos de aminoéacidos (Figura
10) con un peso molecular teérico de 26.07 kDa y el punto isoeléctrico (pl) de
5.19. La secuencia de un posible péptido sefial también fue identificada, la
maxima probabilidad del corte se localizé entre las posiciones 17 y 18 de la
secuencia de la proteina. El peso molecular experimental de ANCUT2 (29
kDa) difiere levemente del peso tedrico, lo que puede ser debido a
modificaciones postraduccionales. No se encontraron sitios potenciales de
glicosilacién en la secuencia de la proteina con el programa de prediccion

NetNGlyc 1.
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FIGURA 10. Comparacion de la secuencia de cutinasa ANCUT2 de
Aspergillus nidulans con cutinasas de diferentes microorganismos
(A.nid-cutinasa de A. nidulans, A. nig-cutinasa putativa de A. niger; A ory-
cutinasa putativa de A. oryzae; F. sol-cutinasa de Fusarium solani; C.cp-
cutinasa de Cryptococcus sp; S. sca-cutinasa de Streptomyces scabiei). Los
aminoacidos de la triada catalitica putativa se muestran en rojo (Ser- 130,
Asp- 185, e His- 198). Las secuencias de aminoacidos de los péptidos
deducidas por LC-MS/MS se muestran en rosa, azul y verde. La secuencia
pentapéptido consenso en el recuadro. Las seis cisteinas conservadas que
pueden formar enlaces disulfuro se muestran en amarillo.
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Es altamente probable que otras modificaciones estén involucradas; el N-
terminal de la enzima podria estar bloqueado por glucuronidacion como ha
sido reportado en la cutinasa de Fusarium solani (Lin y Kolattukudy 1980). La
fosforilacion de la proteina es otra posible razon para la diferencia en el peso
molecular debido que todas las cutinasas fungales conocidas tienen al menos
un sitio de fosforilacion (Wang et al., 2002). La secuencia de la cutinasa
ANCUT2 contiene 23 sitios potenciales de fosforilacion en los residuos de
serina, treonina, y tirosina como predijo el servidor del programa NetPhos 2.
ANCUT2 contiene una region rica en serina localizada entre los aminoacidos
218-251 (Figura 10), una caracteristica que ha sido ligada a fosforilacion en
otras proteinas (Kanazawa et al., 1994). Esta region rica en serina ha sido
localizada solamente en la secuencia de aminoacidos de dos cutinasas
putativas de A. niger (GenBank accession no. CAK41954.1) y en una cutinasa
de A. flavus (GenBank accesion no. EED52785.1).

El andlisis comparativo de la secuencia usando el programa FASTA revelo
gue los residuos de aminoacidos de ANCUT2 tiene un alto grado de identidad
y similitud (>60%) con las secuencias de otras cutinasas fungales,
particularmente con las del género Aspergillus. Los valores de similitud mas
elevados se obtuvieron con las secuencias de las cutinasas de A. oryzae
(88.7%), A. fumigaus (88.1%), A. flavus (86.8%), y A. niger (85.5%) (GenBank
numeros de acceso: BAA07428.1, EDP50786.1, EED5278.1, y CAK48244.1,
respectivamente).

El alineamiento mdultiple de ANCUT2 construido con cutinasas de origen
fungal y bacteriano revel6 residuos conservados en las secuencias de

aminoacidos (Figura 10). Los residuos de serina, acido aspartico e histidina
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gue conforman la triada catalitica caracteristica de la familia de serin
proteasas y CEH estan completamente conservados en estas cutinasas. Los
aminoacidos: Ser 130, Asp 185 e His 198 fueron identificados como los
posibles residuos del sitio catalitico. El residuo de la serina catalitca se
encontré en la secuencia consenso del pentapétido GTSQG que corresponde

a los residuos localizados en la posiciones 128-132.

La mayoria de las secuencias de cutinasas suelen presentar 4 residuos de
cisteina, los cuales forman dos puentes disulfuro que le brindan estabilidad a
la estructura de la proteina. En la secuencia de ANCUT2 se encontraron seis
residuos de cisteinas, que se conservan solo en otras cutinasas de género
Aspergillus (Figura 10). Liu y colaboradores (2009) reportaron por primera vez
la presencia de estas dos cisteinas adicionales en la secuencia de la cutinasa
de Aspergilllus oryzae. Las cisteinas forman un puente disulfuro adicional que
le proporciona una mayor estabilidad térmica a esta proteina comparada con

la cutinasa de F. solani que sélo presenta 2 puentes disulfuro.

Una busqueda en la base de datos de la secuencia gendmica de A. nidulans
mostré que ademas del gen AN7145.2 que codifica a la cutinasa ANCUT2,
existen otros tres genes que codifican para supuestas cutinasas, estos son:
AN5309.2, AN7180.2 y AN10346.4 (Galagan et al., 2005). Las secuencias de
las cutinasas AN5309.2, AN7180.2 presentan también los 6 residuos de

cisteina, mientras que la cutinasa AN10346.4 solo tiene 4.
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Identificacién de CEH 22 kDa por secuenciacién de aminoacidos internos

La banda de 22 kDa que también presentaba actividad de CEH e identificada
en los geles SDS-PAGE, de extractos crudos del medio CEHM concentrado,
fue cortada del gel e identificada mediante LC-MS/MS. El andlisis mostro
como resultado la secuencia de tres péptidos: ASTEPGLLGMSTGPAVCNDLK,
YTAGLAENALPQGTSSAAINEAKELFELAASK, y IAGVVLFGDTR, los cuales
coincidieron nuevamente con partes de la secuencia de aminoacidos de la

cutinasa ABF50887.1 de Aspergillus nidulans FGSC A4 (ANCUT 2).

La secuencia del primer péptido que se muestra en color verde fue
identificada por analisis LC-MS/MS solamente en la proteina de 22 kDa, pero
no en la de 29 kDa, los otros dos péptidos, que se muestran en azul. se
identificaron en ambas proteinas (Figura 10) y el péptido en color rosa que se
encuentra antes del marcado en color en verde, Unicamente se encontré en la
proteina de 29 kDa. Estos resultados indican que la proteina de 22 kDa
probablemente sea un producto de procesamiento post-traduccional de la
cutinasa de 29 kDa ANCUT2.Considerando que el peso molecular (estimado
experimentalmente) de ésta proteina es menor se sugiere, que pudiera ser un
producto de degradacion proteolitica de la cutinasa de 29 kDa ANCUT2. Mas
aun, si se estima el peso molecular teérico de la proteina considerando la
secuencia del péptido ASTEPGLLGMS... como la regién N-terminal de la
proteina, el peso corresponderia a 20.81 kDa que concuerda con el estimado
experimentalmente de 22 kDa. La presencia de isoenzimas es comun en

hongos patégenos de plantas como el Molinia fructicola (Wang et al., 2000).
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Andlisis del arbol filogenético de las cutinasas de A. nidulans

Usando las secuencias de cutinasas obtenidas del GenBank, se construy6 un
arbol filogenético para investigar las relaciones evolutivas entre las cutinasas
de A. nidulans y las de otros microorganismos. El resultado revel6 que las
cutinasas se agruparon en dos ramas principales: en una de ellas, las

cutinasas de mohos y en la otra las de bacterias y levaduras (Figura 11).

35 Aspergillus niger CAK48244.1
73 —|: Aspergillus flaws EED52785.1
82 L Aspergillus fumigatus EDP50786.1
Aspergillus oryzae BAA07428.1

79 [Anidulans ABF50887.1 (AN7145.2)| r ANCUT2

— A.nidulans EAA62469.1 (AN5309.2) ANCUT1
] — Aspergillus fumigatus EAL93235.1

,—|A.nidu|ans EAA61432.1 (AN7180.2)|
99 ol Aspergillus niger CAK41954.1 MOHOS
100 Fusarium solani AAA33334.1
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Fusarium oxysporum ABR19840.1

87 Alternaria brassicicola AAA03470.1
—96|: Glomerella cingulata AAL38030.1
L A.nidulans CBF83913.1 (AN10346.4 |

10— Aspergillus oryzae BAES8644.1 ]

Cryptococcus sp. BAC67242.1 LEVADURAS
S.viridochromogenes EFL36856.1 Y
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m: Streptomyces scabiei CBG74857.1 BACTERIAS

FIGURA 11. Andlisis filogenético de las cutinasas de Aspergillus nidulans.
ABF50887.1 (ANCUT2) en gris claro y EAA62469.1 (ANCUT1) en recuadro.
La relacion evolutiva fue inferida mediante el método neighbor-joining. El
porcentaje de réplicas de los arboles en los que los taxa asociados fueron
agrupados (Bootstrap 1, 000 repeticiones) se muestran al lado izquierdo de
las ramas. Las distancias evolutivas fueron calculadas utilizando el método
Jones-Taylor-Thornton, tomando como medida el nUmero de sustituciones de
aminoacidos por sitio. La construccion del arbol se realiz6 en el programa
MEGA 4.0.
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Las cutinasas de Aspergillus forman dos subgrupos separados: un subgrupo
lo conforman las que poseen seis residuos del aminoacido cisteina y el
segundo las que solo poseen cuatro residuos de cisteina. Las cutinasas de
Fusarium, Glomerella y Alternaria se conocen por poseer también 4 residuos

de cisteina sin embargo, estas constituyen un subgrupo diferente (Figura 11).

El andlisis mostré6 que tres de las cuatro secuencias de las cutinasas de
Aspergillus nidulans guardan una relacion filogenética mas estrecha,
AN7145.2 (ANCUT2), AN5309.2 y AN7180.2, mientras que la AN10346.4 esta

mas alejada.
Determinacion de actividad cutinasa de ANCUT2
Obtencion de cutina

El método desarrollado para la obtencion de cutina a partir de muestras de
cascara de frutos de manzana Golden Delicious comprende varios pasos
propuestos por Walton y Kolattukudy (1972). Se partieron de 12 Kg de
manzana para obtener 38 g cuticula y solo 15 g de cutina pura después del

protocolo descrito.

Al ser la cutina un polimero amorfo e insoluble, solamente un limitado nimero
de métodos pueden emplearse para investigar la estructura de este polimero.
El grado de pureza de la extraccion realizada en este trabajo se comprobé
mediante espectrometria infrarroja por transformada de Fourier (FTIR). En
trabajos previos, se ha reportado que las bandas de absorcidén caracteristicas
de la estructura de la cutina (obtenida de diversos frutos) ocurren a 3300 cm™

(grupos hidroxilo), 2924 cm™ y 2852 cm™ (estiramientos alifaticos C-H), 1731
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cm™ (grupo carbonilo del enlace), 3300 y 1640 cm™ (agua) y 1167 cm™ (éster
C-0); (Pacciano et al., 1993). En la Figura 12 se presenta el espectro ATR-
FIRT (Espectrometria infrarroja por transformada de Fourier mediante
reflectancia total atenuada) obtenido para la cutina aislada en este trabajo,

gue concuerda con el patron de bandas esperado.
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FIGURA 12. Espectro ATR-FTIR de cutina natural aislada de manzana (A) y
cutina hidrolizada por cutinasa (B). Las bandas principales son sefaladas. Los
valores obtenidos fueron observados en dos experimentos separados.
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La cutina es un polimero complejo con baja solubilidad en agua. Para facilitar
las reacciones de hidrdlisis y mejorar la disponibilidad del sustrato, se
evaluaron diferentes solventes. Los mejores resultaron tolueno, DMSO vy
mezclas 1:1 de etanol-glicerol y terbutanol-agua. La cutina no fue totalmente
solubilizada, pero se mantuvo en suspension. El efecto de estos solventes
sobre la cutinasa (extracto concentrado) fue analizado. La enzima tolera
solventes polares miscibles en agua con bajo log P (1.37) como el DMSO asi
como también solventes moderadamente hidrofébicos (no polares) con
elevados valores de log P (2.5) como el tolueno (Figura 13) . El tolueno
permitié la estabilidad de la enzima y la suspension de la cutina, por lo que se

eligio este solvente para la reaccion de hidrolisis de cutina.
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Figura 13. Efecto de diferentes solventes organico (30% v/v) sobre la
estabilidad enzimética. Los valores obtenidos son el promedio de tres
mediciones.
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Una vez finalizada la reaccion de hidrdlisis, se llevd a cabo el analisis de los
productos de reaccion. Nuevamente mediante ATR-FIRT se obtuvo el patron

de bandas de la muestra de cutina después de la hidrolisis.

El resultado se muestra en la Figura 12. Se observa la aparicion de las
bandas de absorcién del acido carboxilico (1,720 cm ™) y la ausencia de la
banda a 1,731 cm ™, asignada a la vibracién C=0 del grupo carbonilo del
enlace éster que une los hidroxiacidos grasos que forman el entramado de
cutina. Ademas, la banda tipica de grupo hidroxilo (3000-3700) fue mayor en
el hidrolizado de cutina, debido a que estos grupos son generados después de
la hidrdlisis éster en cutina. Los principales picos del ATR-FTIR son
compilados en la Tabla 8 para ambas sustancias cutina pura y cutina después

de la hidrolisis.

TABLA 8. Comparacion de las bandas de absorcién observadas mediante
ATR-FTIR, para la cutina de manzana pura y los polimeros obtenidos después
de su hidrdlisis.

Asignacion® Frecuencia (cm™) (Intensidad®)
Cutina Cutina hidrolizada

H.O 3400(m) -

V(O-H---0) 3301(m, br) 3405 (s)

Va(CHy) 2925(s) 2927(s)

V's(CHy) 2854(s) 2856 (s)

V(C=0) 1731(s) éster 1720 (m) acido carboxilico

H.O 1627(m) 1629 (v, w)

0(CH)) tijera 1455(w) 1447 (m)

V4(C-0-C) 1166(m) 1159 (w)

Vs(C-0O-C) 1102(w) 1109 (v, w)
O(CH,) balanceo 722(w) -

a V: estiramiento, d: deformacion, a: asimétrica, s: simétrica. b s: fuerte, m:

media, w: débil, v: muy, br: amplio.
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Del Rio y Hatcher (1998) detectaron los acidos 8,16-,9,16-, 10 y 16-dimetoxi-
hexadecanoico e hidroxi-metoxi hexadecanoico como los productos
principales de hidrolisis de cutina de tomate. En este trabajo se observo la
existencia de acidos grasos libres por TLC solamente en la presencia de
ANCUT2, lo que confirma la degradacion de la cutina por esta enzima (Figura

14).

| Cut Cut ‘AP

Figura 14. Cromatografia en capa fina de los productos de hidrélisis de cutina.
B, blanco (sin cutinasa); Cut (productos de la cutina hidrolizada); AP (estandar
de acido palmitico).

Identificacién de la CEH de 37 kDa

La banda restante de 37 kDa con actividad de CEH también fue identificada.
Las proteinas separadas por SDS-PAGE se transfirieron a una membrana de
PVDF. La banda de 37 kDa se cortd y se someti6 al procedimiento de

Degradacién de Edman para determinar los aminoacidos que conforman el N-
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terminal de la proteina. Se obtuvo una secuencia N-terminal de 10
aminoacidos: ALTSQSGAPW, la cual se comparé con las secuencias en las
bases de datos del “Aspergillus genome database”. Esta secuencia coincidio
100% con una regién de la proteina hipotética AN5558.1 de A. nidulans, que
corresponde a la proteasa alcalina codificada por el gen prtA. Estos resultados
concuerdan con los del grupo de trabajo, en los que se reporta la purificacion

y caracterizacion de dicha proteina (Pefia-Montes, et al; 2008).

La secuencia nucleotidica (Figura 15) del gene que codifica para esta proteina
fue reportada inicialmente por Katz et al. (1994), quienes aislaron y
caracterizaron el gen prtA a partir de una libreria de ADNc de A. nidulans. La
secuencia de aminoacidos deducida del producto del gen prtA presenta
homologia con las proteasas de A. oryzae, A. fumigatus y A. flavus. Al realizar
un andlisis detallado de comparacion de las secuencias, se encontré que las
proteinas (incluida la PrtA) presentan un dominio similar al de las subtilisinas,
la familia de serin proteasas tipo subtilisina. (Siezen y Leunissen, 1997). En
muchos hongos sapréfitos, las subtilasas son las principales proteasas de
amplio-espectro ya que muestran actividad sobre diversos sustratos (Hu y
Leger, 2004). Aun cuando el sustrato clasico de las subtilasas son los
péptidos, es ampliamente reconocida su capacidad para hidrolizar una
variedad de enlaces éster (Liu y Tamp, 2001; Murayama et al., 2002; Sroga y

Dordick, 2001; Klibanov, 2001).

71



Carboxilesterasas de A. nidulans

MHSFEESLLLLGALLPAVFGAPVEFRRARERVEGKY IVI FESGLNVDQI DAHT SWASHVH
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-

Péptido sefal Propéptido

KENLERRGLAER DY SGTEKNYKINKFARY SGSFODATIEETRNSADVAHVEEDQIWYID 120

ALT SO SGAPNGLGAT SHEGEASTTY VYT SAGEGTYAYVVIDTGINADHEEFGEEASTAYN 180

LTSS ER PN —m m e e e o 10
gk ko ko

N-terminal Proteina madura

AV HVDSVEHETHVAGT IGGET YV SKEAN LLSVEVEQGESSSTSIILDGFNWARNDT 240
VKGRI GKESATHMSLGEEY SYAFNQAVEDAYDEGVLSVVAAGNDNIDASDSSPASAFNAT 300

VAL STESHTRASFSNYGSVVDIFAPGDILSAWIGSTTATNTISGT SMATFHVWELSLY 360

LIATLEGLSSASAVVSRIEELATOEVLSHVRESFNLLAYNGADE 403

FIGURA 15. Comparaciéon de la secuencia completa de la proteasa alcalina
PrtA y la secuencia N-terminal identificada. La secuencia N-terminal se indica
con estrellas, el péptido sefial probable se muestra subrayado y la region
propéptido de la proteina se presenta sombreada. El alineamiento de las
secuencias se realizo con el programa “Clustal” W.

La mayoria de las subtilasas son sintetizadas como pre-pro-enzimas,
subsecuentemente translocadas a través de la membrana celular via el pro-
péptido (o peptido sefial) y, finalmente, activadas por eliminacion del
propéptido (Siezen y Leunissen, 1997). La secuencia completa de la proteasa
PrtA consta de 403 aminoacidos sin embargo, la secuencia N-terminal
(ALTSQSGAPW) coincide con los aminoacidos 121-130, por lo que, la
proteina madura soOlo posee 283 aa (de Ala-121 a E-403) con un
correspondiente peso molecular de 28.6 kDa. Basados en la prediccion del

sitio de ruptura del péptido sefial en la secuencia de la proteasa PrtA, la
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localizacion mas probable se da entre los aminoacidos Gly-20 y Ala-21, por lo
gue la region pro-peptido de esta proteina parece ser de 100 aminoacidos

(aminoacido 21 al 120).

Aunque el peso molecular tedrico de la proteasa PrtA difiere del estimado
experimentalmente que es de 37 kDa, resultados similares se han reportado
para otras proteasas fungales. La proteasa elastinolitica de A. flavus migra a
36 kDa en SDS-PAGE, sin embargo, su peso molecular teérico es de 29.1
kDa. Estas diferencia también ha sido observado para las proteasas de A.
oryzae y A. fumigatus y parece ser una caracteristica comun de serin
proteasas de especies de Aspergillus, aunque la razén de esta diferencia no

ha sido aclarada (Ramesh, et al., 1994; Frosco, et al., 1992).

Algunos autores han reportado un incremento en la produccion de proteasas
cuando se afiade aceites o ciertos acidos grasos en el medio de cultivo (Yang
y Lin, 1998, Fukushima et al., 1991) sin embargo, en estudios realizados
dentro del grupo de trabajo no se encontro relacion entre la adicién del aceite
0 acidos grasos al medio de cultivo y la presencia de la proteasa PrtA (Alva-
Gasca, Tesis en escritura). Es muy probable que la presencia de la enzima se

deba a la induccion por agotamiento de los nutrientes en el medio de cultivo.
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CAPITULO 2. CEH INDUCIDAS POR CUTINA.

La cutina es un polimero de &cidos grasos de diferente longitud de cadena
gue es hidrolizado por cutinasas. De acuerdo a los resultados mostrados en el
capitulo anterior, cuando A. nidulans es cultivado bajo ciertas condiciones
empleando aceite de oliva como inductor, es capaz de producir esta clase de

enzimas.

Debido que el método de obtencion de la cutina es muy laborioso y de bajo
rendimiento, se decidié analizar la induccion de cutinasas empleando como
fuentes de carbono, residuos agroindustriales de facil obtencién y bajo costo
para la fermentacion como son: la cuticula de manzana, tomate y papa, ricos

en los polimeros cutina y suberina

En este capitulo se exponen los resultados obtenidos al analizar el efecto de

diferentes fuente de cutina sobre la produccién de cutinasas en A. nidulans.

Produccién de cutinasas

El hongo se cultivd en medio minimo conteniendo cutina de manzana pura
(0.4%) como unica fuente de carbono. Después de 24 horas de fermentacion
la actividad CEH producida fue muy baja (Figura 16) no obstante, durante el
transcurso de la fermentacion la actividad fue incrementando, obteniéndose la
mayor produccion (1.3 U/mL) a las 72 h. La actividad producida empleando

cutina fue muy aproximada a la obtenida con aceite de oliva (1.6 U/mL).
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FIGURA 16. Cinética de produccion de actividad CEH por Aspergillus
nidulans, empleando diferentes fuentes de cutina y suberina.

La adicién de cascara de manzana, tomate 6 papa al medio de cultivo también
indujo la produccion de actividad CEH sin embargo, la produccion fue menor
gue la obtenida con la cutina pura (Figura 16). La cascara de manzana fue la
mejor fuente alterna para la produccion de cutinasa (0.722 U/mL), seguida de
la de tomate (0.119 U/mL). La menor produccion se obtuvo con la cascara de
papa (0.074 U/mL). La preferencia sobre la fuente de cutina para la induccion

de cutinasas varia en cada microorganismo. Hawthorne y colaboradores
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(2001) evaluaron 3 tipos de cutina (cutina de Cucurbita maxima, Cucurbita
moschata y manzana “Grannysmith”), para la producion de cutinasas en dos
cepas de Fusarium solani f. sp. Una de las cepas (SAM410) produjo mayor
actividad cutinasa con la cutina obtenida a partir de C. moschata, mientras
gue la otra cepa (PGB153) alcanzé una mayor produccion de actividad con

cutina de C. maxima.

Analisis por SDS-PAGE y zimogramas de las proteinas en los extractos

crudos obtenidos en medios con: cutina, cascara de manzana, tomate y

papa

El patrén de proteinas secretadas por Aspergilus nidulans cuando se cultivo
empleando cutina de manzana, cdscara de manzana y papa, como unica
fuente de carbono fue muy similar (Figura 17). Con la cascara de tomate, se
produjo un patrén un poco diferente (mas proteinas secretadas). En los cuatro
casos analizados se encontré una banda mayoritaria con un peso molecular
aproximado de 21 kDa. El zimograma por su parte revel6 que ésta misma
proteina era la Unica que mostraba actividad de CEH (Figura 17). La
comparacion de estos resultados con los obtenidos previamente con el medio
de cultivo CEHM, indicaron que probablemente la proteina de 21 kDa inducida

con cutina, seria una enzima diferente a la CEH inducida por aceite de oliva.
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FIGURA 17. Efecto diferentes fuentes de inductores sobre la produccion de
actividad CEH extracelular en A. nidulans. A) Analisis SDS-PAGE de las
proteinas en los extractor crudos, tincion de proteinas con nitrato de plata, B)
zimograma empleando acetato de a-naftilo como sustrato.

Identificacion de la CEH de 21 kDa.

Mediante LS/MS.MS se obtuvieron las secuencias de 3 péptidos que, de
acuerdo al analisis en las bases de datos coincidieron con la secuencia de la
cutinasa hipotética AN5334 de A. nidulans. Esta nueva cutinasa es inducida
por la presencia de cutina en el medio de cultivo de A. nidulans y se nombré

como ANCUT1.

La mayoria de los microorganismos productores de cutinasas suelen producir
de 2 a 3 enzimas de este tipo, lo cual también fue observado para A. nidulans.
Algunas de ellas se producen al inicio del ataque del microorganismo sobre el

polimero y se inhiben por la liberacion de los acidos grasos producto de la
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accion enzimatica. Las otras enzimas se inducen por los acidos grasos libres y

contintan con la hidrolisis total del polimero.

La supervivencia de un saprofitico como A. nidulans es mas favorable al tener
una maquinaria enzimatica que le permita utilizar diferentes sustratos. Esta
versatilidad de los microorganismos puede no resultar de una adaptacion
especifica sino que refleja la capacidad de explotar los recursos disponibles

en el medio ambiente.

1 MKLQL HLALS LLAAT VAANP IRLDQ RQITG NELRD GSCHD VTFIF ARGST
51 ELGYL GSTVG PATCN VLKLR KPGQV ACQGV APAYI ADLAS NFLPQ GTNQI
101 AINEA KSLFE LAASK CPNTK IVAGG YSQGA AVMHA AISTL SSTVQ DQIKG
151 VVLFG DTRNK QDGGR IPNFP TDKTK IICAF GDLVC EGTLV ITAAH LSYID
201 DVPDA ADFLV GKL

Figura 18. Secuencia de aminoacidos de la cutinasa ANCUT1. Se marcan en
rojo los péptidos identificados por degradacion interna.

La secuencia de aminoéacidos de la proteina consta de 213 residuos (Figura
18) sin embargo, se identificé un posible péptido sefial con el sitio de ruptura
mas factible entre los aminoacidos 18 y 19 mediante el programa de
prediccién SignalP. Considerando el péptido sefial, la proteina madura seria
de 195 aminoacidos con un peso molecular tedrico de 20.5 kDa, muy cercano
al determinado experimentalmente (21 kDa). Al igual que ANCUT2 posee 6

residuos de histidina que probablemente formen 3 puentes disulfuro como se
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ha reportado en otras cutinasas (Liu et al., 2009). La secuencia de ANCUT1

no presenta la secuencia rica en serinas encontrada en ANCUT2.

En la Figura 11 se observa que de la cutinasa ANCUT1 presenta una relacion
filogenética muy cercana con la ANCUT2 del mismo microorganismo sin
embargo, la proteina ANCUT1 se encuentra filogenéticamente, mas

relacionada con la cutinasa putativa EAL933235.1 de Aspergillus fumigatus.

Caracterizacion del extracto crudo con ANCUT1

Efecto de la temperatura en la actividad y estabilidad

Como se puede observar en la Figura 19, el extracto de cutinasa ANCUT1
presentd una mayor actividad CEH a 30 °C. Estos resultados concuerdan con
lo reportado para otras cutinasas, Speranza et al., (2011) reportaron una
temperatura Optima de 30 °C para las cutinasas (en extracto crudo),
producidas por Fusarium sp. en cultivos con semillas de arroz y Jatropha
curcas. El extracto crudo (obtenido de CEHM) de ANCUT2 de A. nidulans
presenta temperatura 6ptima en el rango de 30-40 °C (Ballesteros, 2006,
Vergara, 2010). En general, las cutinasas presentan una temperatura éptima
entre los 30 y 45 °C. Con respecto a la estabilidad térmica, se encontr6 que el
extracto enzimatico crudo de ANCUT1 conserva cerca del 85% de su
actividad, después de ser incubada durante 1 hora a 40 °C y poco mas del
50%, a la temperatura de 50 °C. Resultados similares se reportaron para la
ANCUT2 en extracto crudo (Ballesteros, 2006, Vergara, 2010) y para otras
cutinasas de origen fungal como la cutinasa de A. oryzae, que es estable

hasta los 45 °C, manteniendo cerca del 80% de su actividad después de ser
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incubada durante 30 min a la temperatura mencionada (Liu et al., 2009).
Sebastian y colaboradores (1987) compararon la estabilidad térmica de
cutinasas fugales y bacterianas, encontrando que las cutinasas fungales son
inestables por arriba de los 45 °C, mientras que las bacterianas presentaban

estabilidad a temperaturas mayores de hasta 70 °C.
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FIGURA 19. Efecto de la temperatura en la actividad y estabilidad de ANCUT1
en extracto crudo.

Efecto del pH en la actividad y estabilidad

El extracto crudo de ANCUT1 mostré mayor actividad CEH a pH 9 (Figura 20).
Este resultado coincide con el observado para la mayoria de las cutinasas de
origen fungal que presentan actividad a pH béasico aunque, se han reportado

algunas cutinasas con un pH Optimo por debajo de 7: la cutinasa de Venturia
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inaequalis tiene pH o6ptimo de 6 (Koller y Parker, 1989), mientras que la

enzima de Alternaria brassicola de 6.5 (Trail y Koller, 2002).
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Figura 20. Efecto del pH en la actividad y estabilidad de ANCUTL1 en extracto
crudo.

La cutinasa ANCUT2 (extracto crudo obtenido de CEHM) de A. nidulans
presenta mayor actividad a pH 8 (Ballesteros, 2006, Vergara, 2010). El ensayo
de estabilidad al pH revelé que el extracto crudo de ANCUTL1 es estable a pH
de 6, 7 y 10. (Figura 20). Este resultado coincide con el reportado por
Speranza et al, (2011) para la cutinasa (cruda) producida por Fusarium sp.
cultivado en granos de arroz. Por su parte, el extracto de ANCUT2 de A.
nidulans es estable en el rango de pH de 6-9, a pH de 10 la enzima se inactiva

(Ballesteros, 2006, Vergara, 2010).
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Especificidad de sustrato

Una de las caracteristicas de interés en las cutinasas es la especificidad por
los sustratos, debido a que el enfoque de su posible aplicacion depende en
gran parte de ello. Se investigo la especificidad del extracto de ANCUT1 sobre
sustratos analogos con diferente longitud de cadena del grupo acilo. Los
sustratos analizados fueron ésteres de p-nitrofenilo, los ensayos se realizaron

a 25°CypH7.5.
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Figura 21. Especificidad de sustrato de ANCUT1 en extracto crudo, hacia
ésteres de p-nitrofenilo de diferente longitud de cadena.

En la Figura 21 se observa que la enzima (en crudo) mostré mayor actividad

con los esteres de p-nitrofenilo de cadena media: Cg a Ci2 sin embargo
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también hidrolizo los sustratos de cadena corta y larga La enzima actud de
forma mas eficiente sobre el caprilato de p-nitrofenil (Cg), seguido del
decanoato p-nitrofenilo (Cio) y laurato p-nitrofenilo (C,2). Esto coincide con lo
reportado en la literatura, las cutinasas pueden actuar sobre sustratos con
cadena corta, mediana y larga, aunque en general muestran mayor
especificidad por los sustratos de cadena mediana y corta (Kolattukudy,
1985). En la Tabla 9 se presenta la comparacion de las caracteristicas de las

cutinasas ANCUT1 y ANCUT2 de A. nidulans.

TABLA 9. Comparacion de las caracteristicas de cutinasas ANCUT1 y
ANCUT?2 de A. nidulans

CARACTERISTICA ANCUT1 ANCUT?2%

Peso molecular 22 29

Temperatura 6ptima 30 °C 40 °C

pH 6ptimo 9 8

Estabilidad a la 50°C (56%) 50°C (30%)

temperatura

Estabilidad al pH 6-10 (73%) 6-9 (80%)

Especificidad de

sustrato Ce Ca
Aceite de oliva,

Compuesto inductor cutina y suberina triacilgliceroles y

acidos grasos

%Vergara, 2010.

En estudios paralelos del grupo de trabajo donde se caracterizaron las
cutinasas ANCUT1 y ANCUT2 purificadas, se corroboraron la estabilidad
térmica y alcalina de las enzimas (Bermudez, 2013, Vega, 2013). Los

extractos enzimaticos de las enzimas previamente inmovilizadas en diferentes
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soportes han sido analizados en reacciones de sintesis de gran interés
industrial como son, la lipofilizacion de antioxidantes (sintesis de 7-O-lauroilo
de acido kéjico, ANCUT2 y cumarato de butilo, ANCUT1), asi como la
produccion de biodiesel (ANCUT2) y degradacion de policaprolactona
(ANCUT1) (Esquivel, 2011, Esqueda, 2012, Rivera, Tesis en revision,

Sanchez, comunicacion personal).
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/.- CONCLUSIONES

Las CEH son enzimas muy versatiles con importante aplicacion en diversas
areas de la industria. Es por ello que la obtencion de enzimas con

caracteristicas novedosas resulta de gran interés.

En el presente trabajo, se logré la produccioén, identificacién y caracterizacion
de 3 actividades CEH con pesos moleculares de 37, 29 y 24 kDa, en

Aspergillus nidulans.

La identificacion de actividades fue posible combinando técnicas como la
purificacion y secuenciacion de las proteinas ademas, de la demostracion de

la actividad hidrolitica sobre su sustrato principal.

La identificacion de la CEH de 37 kDa mediante secuenciacion de la regién N-
terminal permiti6 corroborar que esta actividad pertenece a la proteasa
alcalina PrtA. Esta, al igual que otras enzimas de su clase (subtilasa) es una

proteasa de amplio espectro que presenta la actividad CEH

Las actividades con pesos moleculares de 29 y 24 kDa corresponden a dos
cutinasas nombradas como: ANCUT1 y ANCUT2. Es la primera vez que se

identifica su produccion en A. nidulans.

Las secuencias de las cutinasas ANCUT2 y ANCUT1 presentan homologia

con otras cutinasas fungales asi como nuevas caracteristicas, que incluyen
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una region rica en serinas y dos residuos de cisteinas adicionales a los

encontrados en la cutinasa de Fusarium solani.

Los mejores inductores para la produccién de las cutinasas fueron aceite de
oliva (ANCUT?2) y cutina de manzana (ANCUT1). La produccion de ambas
cutinasas se reprime por la adicion de sustratos facilmente asimilables como

la glucosa (1%).

El medio de cultivo para la obtencion de ANCUT2 fue mejorado cambiando la
fuente de carbono original (almidén 1.5%) por sacarosa o glucosa (0.5%), de
esta forma se evit6 la represion de la produccion de la enzima y los problemas
por la gelatinizacion del almidon que dificultaban las operaciones de

recuperacion de la enzima a partir del medio de fermentacion.

Las cutinasas ANCUT1 y ANCUT2 de A. nidulans presentan propiedades
cataliticas de interés como son la especificidad sobre diferentes sustratos,
estabilidad térmica y alcalina, para su posible aplicacion en diferentes areas

de la industria.
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8.-PERSPECTIVAS

Mediante la realizacion del presente trabajo de investigacion, se logré avanzar
en la identificacion de enzimas involucradas en el metabolismo de lipidos en
Aspergillus nidulans. Sin embargo, adn se tienen ciertas areas de interés para
seguir ahondando en el estudio de estas enzimas. A continuacion se
mencionan algunas de ellas.

Estudiar el mecanismo de regulacion de las cutinasas producidas por
Aspergillus nidulans.

Lograr una mayor produccion de las enzimas ANCUT1 y ANCUT2, mediante
la optimizacion del medio de produccién o, mediante clonacion y expresiéon de
las proteinas en sistemas heterdlogos.

Realizar estudios estructurales de las cutinasas (ANCUT1 y ANCUT?2) v,
comparar con los reportados para otras cutinasas. Analizar las diferencias en
cuanto a especificidad de sustrato y termoestabilidad.

Realizar la inmovilizacion de las cutinasas para mejorar su potencial
biocatalitico.

Analizar las posibles areas de aplicacion industrial de las cutinasas mediante
la realizacion de ensayos de biocatélisis con sustratos de interés particular.
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REsuMEN

Las cutimasas (EC 3.1.1.74} son enzimas que catalizan la hidrélisiz del polimere lipidico cutina, un componente
estructural de la cuticula de las plantas. Estas enzimas muestran propiedades cataliticas de esterasas v lipasas,
debide a que pueden hidrolizar ésteres solubles y wiacilglicersles, ademis de las reacciones inversas de sintesis
en medios con baja actividad de agua. Esa verzatilidad ha promovido su aplicacién en dreas como la industria
de alimentos, detergentes, produccién de bicdiesel, degradacién enzimitica de sustancias téxicas y polimeros
sintéticos. Las cutinasas han sido aisladas principalmente de hongos, siendo la mas estudiada la cutinasa de
Fusarium zolani. Sin embargo, en los Ghimos afios ha habido un mayor interés por la bisgueda de catalizadores
con nuevas propiedades, por lo cual se han aislado v estudiado cutinasas en otras fuentes. En este trabajo se
analizan la clasificacién v estructura de estas enzimas, fuentes v medios de produccién, v se profundiza en
algunas areas de aplicacién con mayer auge en la actualidad,

Palabras Clave: Biocatalisis, biodiesel, cuting, cutinasa, esterasa, lipasa.

ABSTRACT

Cutinases (EC 3.1.1.74) are enzymes that catalyze hydrelysis of lipidic polymer cutin, a structural component
of plant cuticles. These enzymes display catalytic properties of esterases and lipases, as they can hydrolyze
soluble esters and triacylglycerols, bezides the reverse reactions of synthesizs in a low-water environment. Such
verzatility has promoted their application in areaz such as the food inductry, detergents, biodiesel production,
enzymatic degradation of towic substances and synthetic polymers. Cutinases have been izolated mainly from
fungi, being Fusarium solani cutinase the most studied. Mevertheless, there has been an increasing interest in
the search of biocatalysts with new interesting properties in the last years, thus cutinases have been isolated and
studied from other sources. In this review the classification, structures, sources and preduction of these enzymes
are discuszed, and applicationz in emergent areaz are detailed.

EKey Words: Biocatalysis, biodiesel, cufin, cufinase, esterase, lipase.

InTRODUCCION

as cufinasas son enzimas oy versatiles que pueden cataliticas de las cutinasas tienen un use potencial en

catalizar, ademas de la nptura del enlace éster de la diferentes industrias, por ejemplo. en alimentos,

cutina, reacciones de hidrolisis y sintesis in vitro de detergentes, produccion de biodiesel, entre ofras

1ma amplia vanedad de sustratos’. Estas propiedades aplicaciones'-*. Asimismo, laelucidacion de suestruchma
ha sidoobjeto de intensa investigacion, mevas estnichiras
tndimensionales y meevas técnicas de biologiamolecular

Mota: Articulo recibido <l 29 de abril de 2010 ¥ aceptado <l 27 de mayo hanpmt‘lstod.ehmaﬂuentas para adapla.ralasmrhnasas

de 2010. a diferentes usos™®.
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Lacutinaesel componente principal dela coticula, ima estructura
multicapa que cubre las paredes celulares externas de la epidermis
en los drgancs asreos de las plantas, cuya fimeion es brindar
proteccién contra la pérdida de agua y el atague de
mucroorganismos'”. La cuting es un polimero que consta de
acidos grasos de cadena larga que estan umidos entre si por
enlaces tipo éster creando 1ma red midimensional rigida'. Esta
formadaprincipalmente por dcidos grases 16:0v 18:1 congrmpos
hudroxilo o epdmdes sitnados en lapartemedla delacadenacal
final enellado opuesto al gupo carboxilo. amguela composicion
precisavaria dependiendo delaespecie!. Elmodo de penetracidn
de esta barrera por microor ganismos patégenos ha sidoun tema
polémico durante nmche tempo. Mientras algumes reportes
sugleren que la penetracion puede ser por mera fierza fisica
debido al crecimiento del patdgeno, ofros aufores presentan
evidencias de que la degradacion enzimética de la cuticula por
cutinasas es esencial para la penetracion en al menos algimas
mteracciones planta-hongo'.

Las cutinasas son enzimas inducibles producidas por
micToorganismes capaces de degradar la pared celular de las
plantas. Catalizan la nuptura del enlace &ster de la cuting onginando
la iberacion de mondmeros de cufina”. Tas cutnasas han sido
encontradas en diversas fuentes'*'"”, muchos hongos
(principalmente patégenos) han sido reportades como
productores de cutinasas, las cuales pueden asistir en la
penetracion de la cuficnla de la planta. A partir de los trabajos
pioneros de la actividad cutinasa del hongo fitopatogeno
Fusarium solani £ sp. pisi*®y, de la demostracion de la
actividad cutinasa en otros hongos también patégencs, ha
habido wn especial mterés en el papel de las cufinasas como
determinantes de patogenicidad o vimulencia en estos
mucroorganismos. Evidencia delpapel eritico delas cutmasasen
la penetracion de tejide sano del Inésped ha sido demostrada en
algunos hengos incluyende Alternaria alternata',
Collstotrichum gloeosporicides™, Mycosphaerella sp*' vy
Venturia fnaequalis, sin embargo, en estudios con ofros
honges como Altemaria brassicicola®, Bofrytis cineren™ y
Collstorichum lagenarium®, en los cuales la patogenicidad se
conservd intacta avm después de suprimir la actividad cutinasa
por mterrupcion del gen de la enrima_ han generado evidencia
confradictona, suginendo que las cufinasas no son requendas
para la patogenicidad del hongo.

CLASIFICACION

Histoncamente las enzimas suelen clasificarse con baseen la
especificidad de sustrato o reaccion quinmica que catalizan De
acuerde con la nomenclatra de La Union Internacional de
Bioguimiea v Biologia Molecular™, las cutinasas reciben el
mimerodeclasificacion EC3.1.1.74, el cual las permute identificar
como hidrolasas que achian sobre enlaces ésteres de acidos
carboxilicos del polimerocutin.

El sistema de clasificacion con base en la especificidad del

sustrato en ocasiones presenta ciertos problemas. Enel caso de
las carboxilesterasas (3.1.1.x) la preferencia de sustratos
frecuentemente se traslapa entrelas clases definidas™, porlo que
se considera a las cufinasas como ntermedio entre lipasas v
esterasas”. Asimismo. seha observado que algumas enzimas que
no estan dentro de esta clasificacion también pueden levar a
cabo la ruptura del enlace &ster, como es el case de algunas
proteasas e incluso proteinas que no estin clasificadas como
enzimas(e.g. albimma sénca) que tambisn puedenllevar acabo
esta reaccion™ . Debido a la disponibilidad cada ver mayor de
la informacion de secuencias en bases de datos publicas, una
altemativa complementariaparalaclasificacién e identificacion
de enzimashasidelacomparacion de secuencias de aminodcidos,
gue ademas puede proporcionar wn cuadro mas claro sobre la
relacion evolutiva entre enzimas de diferente origen™.

APLICACIONES DE CUTIMASAS

En afios recientes, la actividad esterolitica de las cutinasas ha
sido amphamente explorada. Carvalho ef al.' discutena detalle
las reacciones de biocatalisis que pueden llevar a cabo las
cutinasas. Jn vitre las cutinasas despliegan actividad hidrolitica
hacia una amplia vanedad de ésteres, desde ésteres sintéticos
solubles (e.g.. p-mtrofeml ésteres) a tnglicéndos de cadena
larga mselubles* . Ademas en medios no acuoses o de baja
actividad de agua, pueden catalizarreacciones de sintesis como
esterificacion v transesterificacicn de diferentes sustratos™.
Estasreacciones de hidralisis ¥ sinfesis tienen unusoe potencial
enlaindustria de alimentos, enla delécteos parala hidralisis de
grasa deleche, enlaindusira de detergentes y oleoquinmca,
lasintesis detriglicénidos estructurales, polimeros y surfactantes,
enlasintesis deproductos para el cdado personal, degradacion
de insecticidas, sustancias toxicas y polimeros sintéticos. y en
la produccion de biodiesel, entre ofras aplicaciones'-*. A
continuacién se detallan algunas de las aplicaciones
Importantes.

Alimentos

Modificacion de grasas y aceites

Las grasas y aceltes son comstifuyentes importantes de los
alimentos. El valor mutricional, sensorial v las propiedades
fisicas de um mghicéndo son mfluenciados enommemente por
factores tales como la posicion estereoespecifica del acido graso
enel glicercl, el largo de cadena del acido grase, v su grado de
insafuracidn®. Laestructura bdsica de grasasy aceites puede ser
modificada de diferentes maneras: modificacion quimica del
amdograsoﬂndrogenman) ruptura del enlace éster (ludrolisis),
¥ recrgamzacion de acidos grasos en la cadena principal del
triglicéndo (interestificacién)’®. De esta manera, vm lipido poco
deseable v de bajo costo puede ser modificado enwm producto
con aplicaciones importantes con un alto valor.

La transestenficacién de grasas v aceites, asi como la
esterificacion selectivade aleoholes, se puede obtener empleando
cutnasa en bajas actividades de agua'.
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Lalidrohsisparcial delas grasas enlaleche esuma transformacion
tipica mediada por enzimas endégenas de productos lacteos.
Estepmcmsepuaderea]jza:wrmzimsdelamimﬂumnaﬁw
en el producto o la adicién mtencional de enzimas exd
Dependiendo del grado-y especificidad de 1a hidrolisis, lagrasa
deleche modificada enmmahicamente extubira distntas notas de
sabor, mantequlla, queso, crema, etc. Las grasas de leche
ldrolizada por enzimas lipoliticas o grasas de leche ipohizada
(IMIF) ha llegado a serpor consigumienteun importante ingrediente
en la industria alimentana®. Algunos de sus usos actuales y
potenciales son adicion a los productos de panaderia, cereales,
dulees, productos licteos, palomutas de maiz sabonizadas,
aderezos de ensaladas, botanas, ete. Regado ef al * realizaron
un analisis de la hidrolisis parcial de grasas de leche de vaca,
ovejas y cabras empleando lipasas microbianas y la cutinasa de
Fusarium solani pisi. Los acidos grasos hiberados fueron
analizados por HPLC. El grade de hidrolisis v el perfil de los
dcidos grasos de los productos finales fueron similares a los
reportados en varios productos LME.

Sintesis de aromas

Laos ésteres de dcidos grasos son componentes mportantes de
aromas naturales usados en la industria de los alimentos. Por
ejemplo, etil butirato e isoamil acetato son compuestos
enconirados en el aroma de fresas v bananas, respectivamente™.
Estos ésteres son obtenidos tradicionalmente por extraccion de
fentes naturales, fermentacidn o sintesis quimica®®. Smembargo,
estos métodos suelen ser costosos o de bajo rendimiento. Con
el creciente interés por los productes “naturales”, la ndustria
del sabor esta cada vez mas interesada en el empleo de la
biotecnologia para la produccién de estos compuestos,

particularmente pormétodos ensimatices. La sintesis de ésteres
mediante reacciones de sintesis directa en solventes organicos
otransesterificacion catalizadas por enzimas lipoliticas ha sido
ampliamente reportada®. La cutinasa recombmante de F. solari
pisi fue empleada para catalizar lareaccién de transesterificacion
de butil acetato con hexanol para la obtencion de hexil acetato,
un éster de cadena corta con aroma frutal. Alsunes parametros
relevantes para la actividad de la enzima como el conteudo de
agua, temperatura, molandad del buffer, pH. surfactantes y
concentraciones de hexanol y butil acetate fueron analizados
mediante disefio factorial™. Elempleo de cufinasas enreacciones
de fransestenificacion de etanol y acidos grasos de cadena corta
(C2-C6) en medio organico tambien ha side estudiada®™.

Lipafilizacion de anfionidantes nanurales

Losantioxidantes en alimentos retardan larancidez causada por
oxmdacion atmosfenica protegiendo asi a los lipidos y los
compuestos lipesolubles come vitaminas o caretencides.
Muchos compuestos han sido usados como antioxidantes en
alimentos, nchuyends principalmente sustancias fendlicas
ﬂhﬁcmlamnndblmﬂndrmﬂmsol{BHA)\hmlhldmmtohmm
(BHT). los cuales se ha reportado pueden producir
carcmogénesis®. Por ello ha habide um gran interés por el uso

de antioxidantes naturales. Los acidos fendlicos son
antioxidantes naturales que estin presentes en frutas, vegetales,
hierbas aromaticas y especias. Son de mberés particular debido
2 sus propiedades potenciales como anfioxidantes, quelantes,
antiinflamatorios, antialergénicos, antivirales v
anfticarcmogenos*'. Los acidos fenchcos (ferlico, cafico,
cumarnico, etc.) generalmente son solubles en agna, por lo que
sucaracter ndrofilico reduce suefectividad enla estabilizacion
de grasasyaceites”. Porlotanto, lalipofilizacién o modificacion
deestos compuestos via esterificacién conmoléculas alifaticas
(acidos grasos o alcoholes) se puede emplear como uma
herranienta para modificar su solubilidad en interfases agna-
aceite, aire-aceite manteniendo sus propiedades fimeionales
originales*'. La esterificacion quimica y enzimética de
compuestos fendlicos ha sido reportada por diversos autores*.
Stamatis ef al* estudiaron la estenficacion enmimatica de
antioxidantes fenolicos naturales comolos dervados del acide
benzeico y cindmice con alcoholes alifiticos, monosacaridos y
alquil glueésidos empleandovarias lipasas, esterasasy cutinasas
en medios no acuosos.

Detergentes

La fabricacion de detergentes biologicos es una tecnologia en
rapido crecinuento. Laslipasas, proteasas, amilasasy celulasas
50M enzimas que se adaden a las formmlaciones de detergentes
para la remocidn de grasas, proteinas, carbohidratos, ete. El
uso de cutinasas en formmlaciones de detergentes para
lavanderia y lavaplatos ha sido evaluado**. La cutinasa
Ppresentoalgunas ventajas en comparaci oncon la lipasa comercial
(Lipclase™) en la remocion de tnacilgliceroles en wn selo
proceso de lavado, asi como en la hidrolisis de grasas en
ausencia de caleio®.

Degradacion de insecticidas, ftalatos y polimeros
sintéticos

Insscticidas

El malation es un insecticida y acaricida organofosforado
sintético utihizado para el control de msectos en campos de
cultivo, frutas, vegetales v ganado, v también ampliamente
usado come sustituto del DTT**. Este, o sus residuos expuestos
enel ambiente son absorbidos rapidamente por practicamente
todas las rutas inchryvendo el aparato gastrointestnal lapiel las
membranas mucosas y los pulmones™'. A partir de prmebas en
animales y por lapractica en suuso se ha demostrado que afecta
el sistema nervioso central de mvertebrados, sistema mmune de
clerta fauna vertebrada, y las glandulas suprarrenales, higado
v sangre depescados™+_Fl malatién también puede ocasionar
mlltamoneslrrcepthles endiversos tipos de celulas humanas
cultivadas, incluyende globulos blances y células linfaticas®.
El emples de cutinasas y esterasas en la degradacion de
malation ha sido evalwade. Kim ef al* reportaron que la
cutinasa de Fusarium oxysporum . sp_ pisi degrado 50y 60%
delacantidad imcial demalationen 15 y 30 mimitos de reaccion
Tespectivamente.
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Ftalatos

Los ftalatos son compuestos quimicos usados prmcipalmente
enla fabnicacién de clonro de polivimloy amemnudo enpinturas,
lacasy cosméticos®. El dihexil ftalato (DHF), unode los ftalatos
mas usados, también se utiliza en la elaboracion de uguetes,
guantes de vinilo, collares, zapatos y bandas transportadoras
que se utlizan en operaciones del envasado de alimentos™*'
Los ftalatos han sido encontrados en sedimentos, agua v aire,
v también en alimentos. ya que ellos pueden migrar del material
deempaque-. El di-(2-etilhexil}-fralato (DEHF). n-benzil butil
ftalato (BBF) v DHP son ésteres ftalicos que estin presentes
principalmente en los materiales de empaquetado (papeles,
cartulmas) para alimentos acuosos grasos v secos’. Durante
lostltimeos afies, los ftalatos de ocumrenciamas commmmchryendo
el DHF, fueron clasificados como contaminantes y compuestos
mntermuptores endoermos (EDCs) conocidos por su efecto
potencial sobre la sabud umana al interferir con las hormonas
endégenas del cuerpe®. Considerando la importancia de la
busqueda de biocatalizadores que sean efectivos en la
degradacion de ftalatos presentes enel ambiente ylaestimacién
de la toxicidad de sus productos de degradacidn, se ha
mvestigado la eficacia de la cutinasa de Fusarium oxysporum
f. sp. pisi en la degradacion de los ftalatos DEHP, DHF, BEF,
DPEP}'DPT H_SG!S_

Polimeros siniéticos

Los polimeres son de gran importancia y su produccién ha
aumentado en losiltimos afios. Sinembargo, el excesivo consime
de plasticos sintéticos derivados del petréleo ha tenido un
impacto adverso en el medio ambiente debido a que la mayoria
de estos plasticos sintéticos no se degrada en el ambiente’. Por
esta razén, el desamrollo de polimeros o compuestos
biodegradables, sepresenta comouma sohacién ala conservacion
del medio ambiente v al mpulso de mievas aplicaciones. A la
fecha, se han desamrellado algumos tipos de poliésteres
biodegradables como el poli-{acido lactico) (PLA). poli (butileno-
succinato} (FBS), poli-(butileno succinate-co-adipato) (PBSA)
ypeli-(caprolactona) (PCL), sinembargo, sucosto de produccion
signe siendo elevado comparado con los plasticos sitéticos no
degradables*”. Una comprension de los mecamsmos por los
cuales los pelimeros sintéticos naturales o sintéticos son
degradados por las enzimas microbianas seria util en el disefio
de muevos plasticos degradables. Las cutinasas son enzimas
capaces de hidrolizar ima amplia vaniedad de ésteres sintéticos;
la degradacion de plasticos biodegradables ha sido reportada
para las cutinasas de los microorganismos F. solani £ sp. pisi,
Preudozyma jefuensis sp. nov., Aspergillus oryzae y

G‘_].pfacacms EF_.c_n.sJ,s;_

Produccién de biodiesel

El biodiesel se ha convertido en un combustible alternativo en
lo referente a los recursos energéticos tradicionales basados en
combnstibles fosiles, debido a la disminueion de las reservas v
aumento en el precio del petroleo, asi como su contnbucion a la

conservaciondel medio ambients™. Elbiodiesel esumcombustible
renovable, bicdegradable y no téxico gue se obtiene
poncipalmente a partir de aceites vegetales o grasa ammal
mediante el proceso de transesterificacion. Quimicamente se
descnbe como ésteres monocalquilicos de acidos grasos de
cadena corta o larga®. Se obtiene por transformacion de
tnacilgliceroles en alqul ésteres de acido graso en presencia de
un alcohol®_ A la fecha se han desarrollade vanes procesos
para la produccién de biodiesel empleando dcides, alealis o
enzimas como catalizadores delareaccion de transestenificacion.
51 bien es cierto que a mivel industnal se emplea la catalisis
alcalina para la produccion de biodiesel, hoy en dia la catilisis
enrmitcaha ganadomucha atencion™. Sehanreportado diversos
estudios empleande enzimas lipolificas, principalmente lipasas
en reacciones de transesterificacion para la produccion de
biodiesel™. S embargo, las reaccicnes de transesterificacién
tambisn se han evaluadonsande esterasas y cutinasas enmpleando
varios sistemas® . La cutinasa de F. solani pisi fie usada para
catalizar la reaccion de transestenificacion enfre una mezcla de
triacilglicéndes ymetanol enmicelasreversas debis{2-efilhesal)
sulfosuccinato de sodio (AOT) en isooctanato con el proposito
de producir biodiesel’. Los estudios se realizaron por lotes
pequedia escala, se estudid la influencia de la concentracién
imicial de enzima v alechel, v la relacién molar del sustrato.
Conversiones de 75 %o fuercn obtenidas con tiempos de reaccitn
de 24 horas. lo cual hace el proceso enzimatico altamente
competitive cuamdo secompara conreacciones smilares catalizadas
por lipasas para la produceidn de biodiesel entpleando metancl.

ProDucaon

Microorganismos productores

Las cufinasas son enzimas hidroliticas cuya produccion se
descubnié en hengos fitopatégencs que crecian en medios
contemendo cutina como tmca fuente de carbono'. Las
primeras cutinasas que se alslaron fueron delhongo fitopatogena
F. solanif. pisi**. Posteriormente, se reporto la produccicn de
cutinasas enpolen de plantas'”, bactenias', levaduras einchiso
en hongos no patogenos™*, smembargo, a la fecha loshongos
fitopatogenos se siguen considerando como los principales
productores de cutinasas. Alsumos de los mucroorgam
productores de cutinasas son listados en la Tabla I

Medic y condiciones de produccitn

La produccion de enzimas es afectada por diversos factores
como concentracion y tipo de nutrientes, asi como condiciones
de crecmmento del microorgamsmo (temperatura, pH. velocidad
de agitacion, ete.). Las cutinasas microbianas son producidas
en sumayoria en medios de cultivos sumergidos, sin embargo,
también se ha empleado el método de fermentacién en estado
sohido™. El efecto de la fuente de carbono, niftrogeno, asi como
icmes divalentes ha side amalizado en la produccién de
cutimasas®+" En general. éstas suelen ser mducidas cuando se
usa cutina ¢ hidrolizado de ésta como fuente de carbono, e
mhibidas por glucosa”. Con respecto a las condiciones de
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cultivo del nmeroorgamsme. se han evaluado temperatura® r

v pH*, aumeue existen iy pocos reportes enla literatura.

Efecto de nutrientes sobre la produccién de
enzimas

Las cutinasas son enzimas extracelulares generalmente
inducidas por lapresencia de cuting, mondmeros decuting
o analogosde éstos enel medio de cultive'* 4 smembargo,
estovaria dependiendo del microorganismo analizado. F.
solani . sp. pisiproduce una cutmasa extracelular cuando
se cultiva empleando cuting o hidrolizade de cutina".
Cuandolacutinasa se mdwo empleando el ndrolizado, se
observo que los w-hidroxi dcidos grases fueron mds
eficientes en la induecion que los acidos mas polares de

lacutma. Los alcoholes primarios n-alifaticos con 14 omas
dtomos de carbono también indujeron a la enzima®. Las
cutinasas de Glomerella cingulata™ v Botrytis cinerea™
también fueron expresadas después del crecimiento del
IICTOOTZANISMG e 1a de cutina o mondmeros de
cutina cono inductores. Por el contranio, las cutinasas de
FPseudomonas putida®, Thermonospora fusca ATCC
27730y Thermoactinomycesvulgmis NEILB-16117"

solo seproducen en presencia de cutina debido a que, los
hidrolizades de cuting o dcidos grasos individuales fueron
nactivos comoe mductores de Iapmdnmon delaenzima

v en almmos casos inhibideres del crecimiento del
microorganismo. En el hongoe Alfemaria brassicicola se
enconiraron dos clases de cufinasas™™. La primera
solamente fie expresada por contacto con cutma y no fue
inducida por cera superficial o monomeros decutina_en contraste,
la segunda clase mucamente fiie mducida por monémeros de
cutina oporuma prolongzda expoesicion ala cutinaimtacta®™™. La
cantidad de cutinasa producida también es afectada por la fuente
y concentracion de cutina. La cutina de las frutas Cucurbita
macima, Cucurbitamoschatay manzana “Grannysomnth”™ fieton
usadas para mducir la actividad cutinolitica en dos cepas de
Fusarium solani £ sp. cucurbitae™. La actividad fue mducidaa
diferentes miveles por las tres cutinas en cada cepa. La cepaque
produjo mayor actividad fie la SAMA410 con cutina de C
moschata, mientras que la cepa PGB1353 alcanzd su maxima
actividad con cutina de C maxinea. En ambos casos la menor
actividad se obtuvo empleando la cutina de manzana como
inductor™. Con respecto a la concentracién de cutina, se
analizaron concentraciones de (0.1, 0.5, 2.5 5 gL, ohservando
un ncremento en la actividad producida con el sumento de
concentraciones de cutina de hasta 2.5 gL".

Una de las pnincipales desventajas del emplec de cutina como
inductor de cufinasas es el alto consumo de tiempo v bajo
rendimmento del proceso de produccion, per lo que se han
buscado altemativas a la cutina en la produccicn de cutinasas™.
Se han explorado vanas fuentes de carbono como ghicidos,
acidos grasos, aceifes, asi como fuentes de nitrégeno orgameas
e inorgamicas. Se ha observado que la adicion de glucosa al

Fuente Género Especie Referencia |
Hongos | Alternaria alfernata ©
brassicicola 2
Aspergillus oryzae 57
Botrytis cineren M
Colletotrichum glocosporioides X
lagenarium 5
lindemuthianum &6
Fusarium solani ]
OXYTPOaFUM 2
Glomerella cingulaia 1
Trichodsrma harzianum @B
Venturia inaequalis A
Bacterias | Strepiomyces scabies 67
Peudomonas putida 15
Aeruginesa @&
Thermonospora fusea &
Thermoactinomyces| vulgaris n
Thermobifida fisea @
Levaduras| Cryptococcis sp. =
Pseudozyma Jejuensis 16
Plantas | Tropacolum midjis 17

Tabla I. Algunas fuentes de cutinasas.

medio de cultrve mhibe la produccion de las cutinasas'™ "5, sin
embargo, para la cutmasa de Colletotrichum Iindsmuthiammm
se obfivieron concentraciones optimas de glucosa para la
méwima produccionde 1a enzima®. La adicion de ghicidos como
fructosa, maltosa, galactosa, lactosa y sacarosa dismimryeronla
produccidn de cutinasa de Fusarium oxysporum™, iientras que
los acidos v aceites analizados ncrementaron la actividad de la
cutinasa secretada por el hongo, el mejor resultado se obtuve
empleando aceite de linaza, cuyoe valor fue incluso mas alto que
el obtenido con cutina. En el caso de la cutimasa de
Thermonospora fisca, la adicion de dcidos grasos o acelte
provocdlamhibicion del crecimiento del nucroorgan sme. Con
respecto a la fiente de nitrogeno, se han obtemdo buenos
resultados empleando extracto de levadura en la produceidn de
las cutinasas de F. oxpsporum™ y C. lindemuathianum™.

Del mismomodo, se ha explorado con éxfo el empleo de pulpa
de manzana, cdscaras de tomate y papa en la produccion de
cutinasas™". Estos se consideran subproductos agricolas
usados p]lm:lpalmle para alimentacion animal, por lo que
representan un potencial como inductores de bajo costo parala
produccion comercial de cutinasas microbianas via fermentacion.

Finalmente, ademas de las desventajas del use de cufina como
inductor antes mencionadas, en algunas ocasiones 1a produccion
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de la enzima silvestre es mmy baja; por lo que se ha
estudiadoy logrado la expresién exitosa de estas enzimas
en sistemsas heterdlogos como Escherichia coli, Pichia
pastoris, Saccharomyces cerevisiae, enfre otros®®"=7.

EsTRUCTURA

En 1992 se determiné expenimentalmente la primera
estruchura de uma cutinasa, fise la cutinasa del hongo
Fusarium solani™. A la fecha existen 49 estruchuras de
cutinasas depositadas en la base de datos de proteinas
(PDE)*, en sumayoria son variantes que inchryenumones
covalentes con inhibidores, asi como mutantes
construidas por disefie racional sobre 1a secuencia de la
cutinasa de F. solani. Ademds de la de F. solani,
recientemente se han elucidado las estructuras de las
cutinasas de los microorganismos G cingulata,
Cryplococcus sp. v 4. oryzae™*.

La estructura de la cutinasa de F. solmi ha sido la nis
estudiada v sobre ésta se han centrado las bases del
estudio de la relacidn estructura-fimeién de 1as cutinasas
en general. Mo obstante los estudios de las estructuras de
las cutmasas de & cingulata y A. oryzae han perutido la
determinacion de mevas propiedades estuchurales y
fimeionales de estas enzimas.

La estructura tndimensional de la cutinasa de F. solani pisi es
una molécula compacta, ~45 x 30 x 30 A’ que consta de 197
aminodcidos con un peso molecular de alrededor de 22,000
daltons®*. La enzima presentaim plegamiento conocido como
/i hadrolasa®, que es connim en vanas ensimas hidroliticas de
ongen filogenético v funcion catalitica omry diferentes®™. La
estructura cemtral de las oo/ hidrolasas esta formada
principalmente por laminas f-plegadas paralelas conectadas
por hélices-o™. Los residuos cataliticos constituyen siempre
umna triada altamente conservada: unmacledfilo (serina, cisteina
o acido aspartica), wn residuo acido v un residuo de lnshdma
totalmente conservado™. La familia ded plegamiento o f ndrolasa
meluye proteasas, lipasas, esterasas, deshalogenasas,
peroxidasas v epomido hidrolasas, haciéndolo wmo de los
plegamientos de proteinas més versatil y extenso™.

Las cutinasas son 1mo de los miembros mas pequetios de las
serinludrolasas™. Suestruchira esta compuesta poruna limina-
[ central de cmeo cadenas paralelas cubierta por cuatro hélices-
a®. En la fizura 1 se muestra 1n diagrama esquematico del
plegamiento canonico de las cutinasas. El sitio activo consiste
enlatriadacatalitica Ser 120, Aspl 73 eHis1 88 El péptido Gly-
Tyr-Ser-Gin-Gly que contiene el aminoacidodel sitio activo Ser
120, presentauma alta homelogia conla secuencia consenso Gly-
(Tyr ar His}-Ser-X-Gly comminmente presente en lipasas. La
serima 120 tiene ima conformacion e (=39, ¥ =-122") tipica
de los residuos micleofilicos de todos los miembros de las off
hidrolasas™. Dos puentes disulfiro estan presentes enla cutinasa

H-linfei

His 188
Sorldd  Asp17S

Figura 1. Diagrama del pleg
triada del sitioc active (Ser120, Aspl17% = Hiz 138), laz cinco cadenas
beta iflech

5S¢ indica la

ap de curi

negras das del 3.7) y cuatro hélices (marcadas

A, B, CyFl. Lozt mimeros en el lade derecho de loz clementos de la
estructura secundaria sefalan el inicio y final de estos elementos.
Figura temada de Ggmond M.R. & de Viieg (2000)%.

de F. solani. El pimero, Cys31-Cys 109, imiendo el extremodel
N-terminal a wn giro-f y participa en la estabilizacién del
plegamiento molecular global El sequndo puente disulfuro, Cys
171-Cys 178, se puede asumir que jusga um papel importante en
la estabilizacion de dos gires-p consecutivos, los cuales se
localizan en el residuo catalitico Asp 175

Enlamayoriadelaslipasas. el sitio activo seencuentra cubierto
por ma “tapa” anfipatica. La apertura de esta tapa después de
lamteraccion conuma interfase hidrofobica haceel sifio catalitico
accesible al sustratoe incrementala velocidad dehidrolisis™. En
alzunas lipasas, una segunda consecuencia del moviniento de
latapa es la formacion de la cavidad oxnamonca™ . Comoenlas
serin proteasas, en lipasas la cavidad oxianidmica proves um
ambiente electrofilico que estabilizala carga negativa generada
durante el ataque nucleofilico del enlace hidrolizable del
sustrato™. A diferencia de las lipasas, el residuo catalitico Ser
120 de la cutinasa de F. solanino se encuentra cubierto bajoum
lazo (“loop™) o “tapa”, sino quees accesible al solvente ademis,
presentalacavidad oxaamomea preformada. Estopodriaexphcar
porgué las cutinasas no presentan activacion nterfacial®.

El estudio de la estructura de la cutinasa de G. cingulata por su
partereveld gquelatriada catalifica (Ser 136, Asp 191, e His 204)
adoptauma configuracinimisnal TaHis 204 se girahaciafiera
del sifio activo en una posicién donde es meapaz de participar
enlacatilisis, con el anillo de imidazol 11 A lejos de suposicion
esperada™. Mediante expenmentos de espectrometria de
Tesonancla magnetica miclear. se confirmo la importancia de este
residuo en el mecanismode la enzima_porlo que se sugiere que
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durante el cicle catalitico la cutinasa experimenta un cambio
conformacional orientando a la His 204 de una conformacion
mactvaauna conformacion activa, enla coal la tnada asume tma
configuracion clasica™.

La reactividad, estabilidad y estructura de la cutinasa de
Aspergillus oryzae fue comparada con la de F. solani™. La
cutinasa de 4. oryzas es una proteina monomeérica con 1n
plegamiento oo compuesto de una lamina-P de cinco cadenas
paralelas rodeadas por 10 hélices-or. Esta enzima poses um sitio
active compuesto de los residuos Ser 126, Asp 181 e His 194 de
latriada cataliica® . La comparacion delasestruchirasrevelo que
ambas cutinasas tepenun plegamiento sinmlar. Smembargo, la
enzima de.4. oryzae presenta vanas caracteristicas estruchimrales
cque difieren significativamente de la de F. solani. La estruchura
de la cutinasa de 4. oryzae contiens un imico puente disulfiro
entre Cys63 y Cys76 que enlazalahéhice 2 conlacadena 2 dela
lamina_f central. Este puente disulfure no habia sido reportado
previamente enninguna estuchira de cutinasas® . Los otros dos
enlaces disulfiro que presenta la estructura de la cufinasa de 4.
oryzae enfre Cys37-Cys115 v Cys177-Cys184 se conservan en
las estructuras de las ofras cutinasas reportadas® ™! Ademsds
se encontro que las enzimas de 4. oryzae v F. solmi presentan
diferencias enla actividad y especificidad. lo cual se esclarecio
mediante el detalle molecular provisto por la estructura. La
cutinasa de 4 oryzae hidroliza preferentemente sustratos de
cadena larga lo cual se debe a im surco profimdo contimuo que
se extiende a traves del sitio activo, mentras que la de F. solani
que tiene mayor preferencia por sustratos de cadena corta
presenta un surco bajo e intermmpide®'. En la comparacion de
termorresistencia, los expenmentos de termoactividad y
termodindmica mostraronmayor tenmorresistencia de la cutinasa
de A oryzae, atribuida al puente disulfirre adicional que presenta
la estactura de esta enzima comparada con la de F. solan™.

ConcLusioNEs

Las cutinasas son enzimas producidas principalmente por hongos
fitopatogenos, cuya relacion con la patogenicidad del
microorgamsme y su efecto en la mvasion al uesped sigue en
confroversia.

Las cutinasas tienen propiedades cataliicas muy versatiles con
un gran potencial en aplicaciones bioternologicas. El uso de
estas enzimas en biocatilisis es um drea emergente que ha
generado resultados mteresantes, por lo que resulta necesana
la busqueda de nuevas enzimas, asi como profindizar en el
estudio de sus aplicaciones a nivel industrial ¥ generar nitas
alternativas para la produccién de compuestos quinicos
mnteresantes con el use de éstas. Por ofra parte, es mmportante
también estudiar la mmovilizacidn de cutinasas con el fin de
obtener biomreactores enziméticos que puedan ser escalables a
nivel mdustrial

Laaplicacionindustnal delas cutinasasrequiere la sobreexpresion

de la proteina ya sea en la cepa silvestre o bien enun sistema
heterdlogo. Por lo que es necesanio mtensificar los estudios
sobre desamrollo de procesos y sistemas de biomeactores para la
produccion de estas enzimas.

El conocmmento de lasrelaciones estmctura-fimcion de enzimas
permuite, a través de téenicas denmutagénesis o evolucién dingida,
la generacion de nueves biocatalizadores adaptados a las
condiciones utilizadas en los procesos mdustriales. Existen
pocas estuchuras elucidadas de cufinasas, por lo que la
resolucidn de la estructura tndimensional de mievas enzimas es
uma herramienta mury impertante y necesaria para tal efecto.
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Abstract Cutinases are versatile carboxylic ester hydrolases with great potential in many
biocatalytic processes, including biodiesel production. Genome sequence analysis of the
model organism Aspergillus nidulans reveals four genes encoding putative cutinases. In this
work, we purified and identified for the first time a cutinase (ANCUT2) produced by A.
nidulans. ANCUT2 is a 29-kDa protein which consists of 255 amino acid residues.
Comparison of the amino acid sequence of ANCUT2 with other microbial cutinase
sequences revealed a high degree of homology with other fungal cutinases as well as
new features, which include a serine-rich region and comserved cysteines. Cutinase
production with different lipidic and carbon sources was also explored. Enzyme
activity was induced by olive oil and some macylglycendes and fatty acids, whereas
it was repressed by glucose (1%) and other sugars. In some conditions, a 22-kDa post-
franslafional processing pmoduct was also detected. The cutinase nature of the enzyme was
confirmed after degradation of apple cutin.
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CEH Carboxylic ester hydrolase

CEHM Carboxylic ester hydrolase medium
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ATR Attemuated total reflectance

DMSO0 Dimethyl sulfoxide

NMWCO Mominal molecular weight cut-off

TLC Thin-layer chromatography

sDs Sodium dodecyl sulfate

SDS-PAGE Sodum dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis

PVDF Polyvinylidene flucride

Introduction

Carboxylic ester hydrolases (EC 3.1.1.x) (CEH) are a diverse group of hydrolases
which split carboxylic acid ester present in different types of molecules and inchide
carboxylesterases (EC 3.1.1.1), lipases (EC 3.1.1.3), and cutinases (EC 3.1.1.74)
besides other enzymes [1]. Cutinases are enzymes that catalyze the degradation of
the insoluble biopolyester cutin, a structural component of plants formed primarily
from Cys and Cyg hydroxy and epoxy fatty acids [2]. These enzymes are also able to
hydrolyze a wide variety of synthetic esters (e.g., p-nitrophemnylesters) and macylghycerols.
Thus, cutinases have common features both with esterases and lipases [3].

CEH are extremely versatile because they catalyze not only hydrolysis reactions in
aqueous media but they can also catalyze synthesis reactions in non-conventional media.
They exhibit interesting properties including substrate, stereo-, region, and chemoselectivity,
making them useful as biocatalysts in several mndustrial processes [3-6]. Their major
application in terms of volume is as additives for laundry detergents. However, CEH have
also been used in the food and flavor industry, in the biocatalytic resolution of pharmaceuticals,
synthesis of ester and amino acid derivatives, the production of fine chemicals, and
agrochemicals; they have also been used in biosemsors, in bioremediation, and in the
cosmetics and fragrances sector [3-6]. Furthermore, in the last few wyears, several
works that illustrate the importance of transesterification reactions catalyzed by lipases
and cutinases for biodiesel production have been published [7-9]. The demand for
highly active preparations of CEH enzymes has led to focus research on the producer
microorganisms, including culture strategies. Aspergillus nidulans is a saprophytic
filamentous fungus that has been uwsed as a model organism in genetics and is able
to conduct a wide wvariety of extracellular emzymatic activities. The 4. nidulans
genome contains many putative CEH (Aspergilfus comparative genome database);
however, only a few enzymes have been described in detail [10-13]. Little is known
about how CEH production is regulated, their physiological importance, or the overall
features of these enzymes .We have previously reported that 4. nidulans produces three
proteins that have CEH activity when grown in a medium with olive oil (CEHM) that
was designed to induce lipase production. One of these enzymes had a molecular
weight of 37 kDa, and was purified and identified as the alkaline protease encoded
by the prid gene while the other two esterases remained unidentified [14].

In this study, we analyzed the effects of olive oil, riacylglycerides, fatty acids, and
carbon and nitrogen sources on CEH production by 4. midulans in the extracellular
medium. We report that lipidic compounds can induce CEH production in 4. nidulans.
A novel A, midufans cutinase, ANCUT2, was purified and determmed to be the
primary CEH produced by the fungus under the conditions we tested. Additionally,
we wentified a post-translational processmg product of ANCUT2 in the same culture
media, a 22-kDa protein.
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Materials and Methods
Microorganism and Maintenance

A. nidulans PW1 (hidl, argB2, merh(l, vedl) was donated by Dr. Jesiis Aguirre (Institute
of Cell Physiology, UNAM) and maintained in silica gel stocks. Conidial suspensions were
generated after growth on minimal nitrate agar with the appropriate supplements, as
previously described by Kifer (1977) and Kawasaki et al. (1995) [10, 15].

Media and Culture Conditions
Minimal Nitrate Medium (MM)

The composition of basal medium was 1.0% ghicose, 0.6% NaMNO;, 0.052% KCL 0.052%,
Mg50,-TH20, 0.152% KH-PO,, 0.0025%, biotin, methionine, 0.084% argnine and a trace
elements solution. The pH was adjusted to 6.5 [15].

Carboxylic Ester Hvdrolase Medium (CEHM)

CEHM was prepared as a minimal nitrate medium with the following modifications: 1.5%
starch was added as a carbon source instead of ghicose, 0.5% yeast extract was used as an
organic nitrogen source, and 0.5% olive oil was added as an inducer [14].

Culture Conditions

All experiments were conducted in 250-mL Erlenmeyer flasks containing 50 mL of sterile
culure medium. The medium was inoculated with 1=10° spores/mL. The flasks were
incubated at 37°C for 24 h on a rotary shaker (300 rpm).

MNutritional Factors Affecting Carboxylic Ester Hydrolase Production

To determine the effects of triacylglycerides and fatty acids on extracellular CEH production,
the olive oil im the CEHM was substituted with triacylglycenides and fatty acids with chain
lengths of Co—C, g, ata final concentration of'0.1% or 0.5% (w/'v). CEHM without olive oil was
used as a control.

To determine the optimal inducer concentration, CEHM medium was modified with olive
oil at different concentrations, keeping all other components at the same concentration. The
inducer was added at 0. 1%, 0.5%, and 1% (vwv).

The effect of carbon sources on CEH production was also analyzed. To accomplish this,
starch (1.5% w@) in CEHM, which serves as the carbon source, was substituted with
glucose, sucrose, ghycerol, and starch at 0.5% or 1% (w/v). CEHM medmum without starch
was used as a control.

Enzymatic Assays
Carboxyic Ester Hydrolase Activity

Activity was assayed using 0.1 mL of enzyme (suitably diluted), 0.8 mL of 0.05 M
phosphate buffer (pH 7.5), and 0.1 mL of 0.01 M p-nirophenyl laurate (p-WPL) in ethanol
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as substrate. The hydrolytic reaction was camied out at 25°C for 5 min, after which
0.25 mL of 0.1 M Na,C0; was added. The mixture was centrifuged and the released
penitrophenol (p-NP) was immediately gquantified by measuring absorbance at 420 nm.
Ome unit of esterase activity was defined as the amount of enzyme that liberated
1 pmol p-NP per mimute under assay conditions. A calibration curve of optical density
against p-NP concentration was used to estimate the formation of p-NP. All results are presented
as the mean of three assays.

Cutinase Activiry

Isolation of Cutin Golden Delicious apple cutin was prepared as described by Walton and
Kolattukudy (1972) [16]. Cutin structure was confirmed by infrared spectroscopy. FTIR
spectral measurements were conducted at RT with a FTIR Spectrum™ 400 { Perkin Elmer)
coupled with ATR. Data were collected at 4 cm™ ' resolution.

Curin Suspension Cutin (0.5 mg) was added to 500 pL of pure different solvents (methanol,
acetone, dimethyl formamide, toluene, DMS0) and in 500 pL of the following mixtures
1:1 wiv: water/ghycerol, water/butanol, water/terr-butanol, ethanol/glycerol, and acetic acid/
DMS0. They were incubated in a water bath at 40°C, and mixing was done in vortex before
and after incubation. Solubility was evaluated after 1 h by assessing the disappearance of
cutin powder.

Enzyme Conditioning for Hwdrolysis Reaction Cutinase was produced after the growth of 4.
nidulans m CEHM, according to culture conditions described m “Culture Conditions™
section. The crude extract was concentrated 20-fold by ultrafiltration (Amicon, Millipore,
MaA, USA) using a membrane with NMWCO of 10 kDa. Enzyme activity was evaluated as
described in “Carboxylic Ester Hydrolase Activity™ section.

Cutinase Stability in Solvenrs Concentrated cutinase was incubated for 3 h at 37°C, at
100 mpm, in different solvents, each one at 30%, to verify stability before the hydrolysis
reaction. Residual enzyme activity was determined as described in “Carboxylic Ester
Hydrolase Activity™ section.

Cutin Hvdrolvsis Reaction The cutinase was diluted 2.5-fold in phosphate buffer 0.05 M,
pH 7.5. Seven hundred microliters of this solution was used for reactions, and then 5 mg of
cutin previoushy suspended in 300 pL of toluene (100%) was added to achieve a final
reaction volume of 1 mL. A blank where cutinase was not added was also evaluated in the
same conditions. Reactions were incubated for 72 h at 37°C, at 100 rpm.

Cutin Hvdrolysis Evaluaron by TLC The hydrolysis products were chromatographed on
silica gel 60 with a fluorescent indicator. A petroleum ether—diethy] ether-acetic acid
system (60:40:1 vw'v) was used as developing solvent. Products were wisnalized in an
UV chamber for TLC at 254 nm (CAMAG) and by spraying with 0.1% soltion of
dichlorofluorescein.

Identification of Hvdrolvsis Products The organic phase was extracted with chloroform and
filtrated by suction filtration on a Bichner fumnel through a 0.45-pm nylon membrane

{(Whatman) [17]. The solvent was removed by suction and the samples were analyzed by
infrared spectroscopy as described above.
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Gel Elecrrophoresis and “In Sim" Activity Detection

SDS-PAGE was camied out using 12% acrylamide gels, as described by Laemmli (1970)
[18]. The molecular weight of the proteins was determined by comparing their mobility with
that of a mixture of seven proteins ranging in size from 14.4 kDa to 116 kDa (Fermentas).

After protein samples were separated by SDS-PAGE, esterase activity was detected using
zymography. The enzymes were renatured by washing the acrylamide gel with 0.1 M
phosphate buffer (pH 7.5) for 30 min with constant agitation at room temperature. A second
wash was performed in same phosphate buffer contaming 5% Triton X-100 under the same
conditions, and the mitial wash step was repeated.

To monitor esterase activity, the gel was submerged for 15 min at room temperature in
buffer A [50 mM phosphate buffer (pH 7.5) and 3 mM c-naphthyl acetate] and then buffer B
[50 mM phosphate buffer (pH 7.5) and 1 mM Fast Red TR base] was added. The reaction
was incubated until dark red bands indicating carboxylic ester hydrolase activity appeared in
the gel.

Protein Concentration

Protein concentration was determined using the Bradford method (1976) [19] with a
commercial protein assay kit (Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA, USA), according to
the manufacturer’s instructions. Bovine serum albumin was used as the protein standard to
construct the calibration curve.

Purification of 29-kDda Carboxylic Ester Hydrolase

A. nidulans was cultivated for 24 h in CEHM and the culture broth was filtered through
nylon gauze to remove mycelia. The crude extract was then concentrated by ultrafiltration
and stiring in an Amicon Ultrafiltration Cell using an Amicon YM-10 membrane
(NMWCO 10 kDa). Enzyme purification was performed by preparative gel electrophoresis
using the Prep-Cell system (model 491, Bio-Rad). A 10% acrylamide resolving gel [0.1%
(wtivol) SDS] was prepared and loaded with 2 mL (1 mg/mL proten) of concentrated extract
treated with SDS (made up in loading buffer with mercaptoethanol and boiled in
water for 2-3 min). Eighty sequential 5-mL fractions were collected; each one was
concentrated in an Amicon cell as described above and then analyzed by SDS-PAGE. Proteins
were visualized by Coomassie blue staining (0.1% wtvol) andior silver staining.

Protein Identification by LC-MS/MS

After the fraction containing the purified carboxyl ester hydrolase was identified, the protein
was enzymatically cleaved into small peptide fragments, and the resuling mixture was
separated and analyzed by LC-MS system at the Proteomics Unit of the Biotechnology
Institute, UNAM. All fractions obtained from the separation were applied into an LC-M3
system constituted by an Accela High Speed liquid chromatography system (Thermo
Scientific Co.) and a mass spectrometer LTOQ-Orbitrap Velos (Thermo Scientific Co.). The
fluid flow speed was maintained to 10 mL/min and reduced to 500 nL by means of a flow
splitter, before the nanoelectropray ionization system (ESI). The applied ionization voltage
was 1.7 kV and the temperature of the heating capillary was maintained at 130°C. For the
CID and HCD (high-energy collision dissociation), the protein digestion mixture was loaded
in a manospray capillary PicoFrit column (5 mm Biobasic C18, 300 A pore) from New
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Objective (Wobum, MA, TTSA). The frapmentation source was set at 25 V and the collision
energy nommalized between 35% and 45%. All the experiments were performed with the
wide band activated and the ion detection in the positive mode. The MS/MS spectra from
peptides enzymatically generated were analyzed mamually and by the SEQUEST software
(http://fields scripps.edu/sequest’) and program Matrix science (Mascot Search Result)
(http:{"www.matrixscience.com ).

Identification of 22-kDa Protein Using Mass Spectrometry

After SDS-PAGE, the protein of 22 which had esterase activity in CEHM was excised from
the gel, and the protein was enzymatically cleaved into small peptide fragments; the
resulting mixture was separated and analyzed by LC-MS/MS as described above.

Multiple Alignment and Bicinformatics

Comparative and bioinformatics analyses were carried out using the websites http:/www.
nchinim. nih.gov, http:i"www.expasy.ch, and http/fwww.ebi.ac.uk/. Signal peptide identifi-
cation was accomplished using SignalPv3 [20]. Prediction of phosphorylation sites was done
with NetPhos2 server program [21]. The sequences of cutinases were downloaded from the
Mational Center for Biotechnology Information (NCBI) database (accession or genomic
locus numbers are listed in Fig. 4). Sequence similarity was determined by searching against
known protein databases using FASTA3 [22], and multiple sequence alignments were
obtained with CLUSTAL W2 [23] using default parameters. A phylogenetic tree was
constructed from the CLUSTAL W2 alignments using MEGA, version 4 [24-27].

Results and Discussion
Effects of Triacylglycenides and Fatty Acids on CEH Activity

Lipid and some related lipidic sources usually induce CEH production. In 4 sidwlans, an
increase in CEH activity was observed with the addition of middle and long-chain tracyl-
glycerides when compared to the addition of short-chain triacylglycerides. Maximum
enzyme activity was obtained with tnolein (Table 1).When fatty acids were added, the
highest CEH production was obtained with arachidic (Cx) and stearic acid (C,g). If olive
oil was used as inducer, CEH specific activity was 3.2-fold higher, than the activity obtained
after addition of triolein at the same concentration (both supplied at 0.5%). Even if molein is
the main component of olive cil, other components, such as palmitic and steanc fatty acids,
may also affect enzyme production (Table 1).

In order to wentify which proteins were responsible for the CEH activity found in the
crude extracts, protein pattems and zymograms obtained from crude extracts were
developed. More proteins bands appeared in the medium with triacetin, while crude
extracts of the media contaming higher tnighycerides or olive oil had a similar protein
pattem. The intensity of the bands comesponding to 20- and 29-kDa proteins increased with the
length of fatty acid chains esterified to triacyl glycenides and with the presence of a double bond
{Fig. 1a), a result normally observed in the case of lipase induction. However, in native and
SDS-PAGE zymograms of crude extracts from media with riolein or olive oil (CEHM), we
observed a unique band of 29 kDa, which showed carboxylic ester hydmlase activity (Fig. 1b).
The 20-fold concentrated crude extract of CEHM displayed more protein bands, but only three
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Table 1 Effect of tnacylglycerols, fatty aads, and olive oil on carboxylic ester hydmlase activity production

by Aspergillus nidulans
Analyzed sources CEH activity (U/mL) Protein (pg/mL)  Specific CEH activity
(U/mg)

None Olive oil %% 0.085=0.025 143=13 $97=1.77

Olive oil concentration  Olive oil 0.1% 1.624=0.183 223209 7276=8.18
Olive oil* 05%  1.181=0321 21.7+1.1 5434+14.77
Olive oil 1% 0.709=0.066 206+1.0 3445319

Triacylglycende Triacetin 0.5% 0.042=0.001 263=0.6 1.58=0.09
Tributynin 0.5%  0.019=0.004 13.1+1.2 147027
Tricaprom 0.5%  0.043=0.001 20x1.7 1.94=0.10
Trioctanoin 0.5% 0.095=0.009 202=1.1 4.71=0.54
Tricapnn 0.5% 0.111+0.002 234=1.1 4.71=0.13
Tripalmitin 0.5% 0.016=0.025 216=14 7.60=1.18
Tristearin 0.5%  0.164=0.009 210=18 11.72=0.73
Triolein 0.5% 0.367=0.021 197=14 18.66=1.20

Fatty acid Mynistic 0.1% 0.176=0.025 25507 650=1.02
Palmitic 0.1% 0.242=0023 26.1+0.6 927+091
Stearic 0.1% 0.476=0.009 244=24 1953047
Anmchidic 0.1%  0.320=0.037 20217 21.86=2.89
Olaic 0.1% 0.057=0.007 249722 2312027

The carboxylic ester hydrolase (CEH) activity was performed as desaribed in “Matenals and Methods™ All
results were represented as the mean = SD of three separate determinations

*“The microorganism was grown in CEHM. Olive oil was substituted by the indicated compound at indicated

concentration
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Fig. 1 Effect of tnacylglycendes on extracellular carboxylic ester hydrolase activity. a SDS-PAGE analysis
of proteins in crude extradts. Lane [, molecular weight marker (MW); lanes 2-8 are extracts from media
containing triglycerides with fatty aads of different chain lengths, where the numbers above the g image
represent the chain length of the tnacylglycende fatty acids (Co—C,5): lane 9 contains the culture supernatant
of the CEHM. Protems were visualized after silver staining. b Zymogmm revealing carboxylic ester hydmolase

activity in the CEHM culture supernatant supplemented with a-naphthy| acetate
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bands showed CEH activity (37, 29, and 22 kDa). These results comrespond to those previously
reported [14], where it was also stated that the 37-kDa protein comesponds to the alkaline
protease PreA. In the present study, the use of mass spectrometry allowed the identification of
the other two bands, which comespond to new cutinases: ANCUT2 and its post-ranslational
processing product, as described in detail below.

Cutin and cutin hydrolysate have been considered as the best substrates to induce cutinase
activity, and some analogs are inducers too [28]. The results presented here show that olive
oil and some triacylglyeerols and fatty acids induce ANCUT2. Other reports indicate that the
cutinase from Fusariwm oxysporum can be mduced by oils similar to olive oil, as well as by
fatty acids such as palmitic, oleic, and stearic acids [29]. In contrast, the cutinases from
Thermomonospora fusca and Thermoactinemyces vulgaris are not induced by olive oil,
which actually inhibits the growth of these microorganisms [30, 31].

Effects of Olive Oil Concentration on CEH Activity

The concentration of the imducer is an important factor to consider when studying the
regulation of enzyme production. In 4 nidw/ans, olive oil at a concentration of 0.1% results
in the best induction of CEH, while a higher concentration (1%) can inhibit their production
{Table 1). In the case of F exysperum cutinase, similar results have been observed; higher
activity was obtained with a low olive oil (0.5%) concentration, while 1% had a negative
effect on cutinase production [29]. Some authors have attributed this inhibitory effect to the
presence of hydrolysis products generated during culturing [32], to feedback inhibition [33],
and to the interference in the transfer of oxygen [34].

Effect of Carbon Sources on Carboxvlic Ester Hydrolase Activity

To improve the culture medium for carboxylic ester hydrolase production (CEHM), we
attempted to substitute or diminish the concentration of the carbon source (1.5% starch)
since it can cause gelatinization and culture handling may be problematic. The CEH activity
was decreased in CEHM without starch if olive oil was the sole carbon source (Table 2).
Different carbon sources were added at 0.5%, and we found that when glucose, sucrose, and
even starch were used, the activity and protein patterns (data not shown) produced by the
fingus are preserved, while enzyme production decreased when glycerol (0.5%) or glucose

Table 2 Effect of carbon sources on extracellular carboxylic ester hydrolase activity production by
Aspergillus nidulans

Carbon source CHE activity (Ll/mL) Protem ( pg/mL) Specific CHE activity (LU/mg)
Starch (P4 0.105=0011 18.79=1.2 559=0.5
Starch 0.5% L44=0075 24404 5922310
Glucose 0.5% 1.376=0.110 16.2=0.8 9567
Glucose 1% 01810032 22115 21914
Sucrose 0.5% 1.353=0.046 17.5+0.4 774326
Glycemol 0.5% 0.ET4=0.067 18.3=09 47 B3=36

Aspergillus nidufans was grown in CEHM (starch 1.5%, yeast extract 0.5%, and olive 0il 0.5%) when: starch
was substituted by the indicated compound at indicated concentration. The carbocylic ester ydmolase(CEH)
assay was performed as described in “Materials and Methods™. All results represent the mean = S0 of three
separate detarminations
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(1% were used as carbon sources (Table 2). Similar results have been reported for other
cutinases and lipases [28, 33]. In 4 nidulans, extracellular carboxylesterase activity in
minimal medium is repressed by glicose through a cred-independent mechanism [10].

Purification of the 29-kDa Carboxylic Ester Hydrolase and Identification by Intemal Amino
Acid Sequence Analysis

A total of 15 out of the &0 fractions (mumbered 27-42) collected from the Prep-Cell system
contained the 29-kDa protein, as determined by SDS-PAGE and zymography (Fig. 2a, b).
The pure protein was found in fractions 30-40. The purification of this protein was repeated
five imes with no significant vanation, demonstrating the reproducibility of the method. The
band containing the purified protein was excised and subject to LC-MS/MS for identifica-
tion. The three obtained peptide sequences are shown i Fig. 3, and they are highlighted in
blue color within the protein sequence in which they were found. All peptides matched
protein ABF5S0287.1 (GenBank accession code) encoding the ANT541.2 cutinase gene from
A. midulans FGSC A4 [35], which we have designated ANCUT2.

Amino Acid Sequence Analysis of ANCUT2

ANCUT2 consists of 255 amino acid residues with a theoretical molecular weight of
26,07 kDa and an isoelectric point (pf) of 5.19. A possible signal peptide sequence was
also identified where the maximum probability for cleavage was found to be located
between positions 17 and 18, The experimental molecular weight of ANCUT2 (29 kDa)
differs slightly from theoretical weight (26 kDa), a difference that may be due to post-
translational modifications. Mo potential sites for glycosylation were found in the amino acid
sequences predicted by the NetNGlye 1 server program. It is possible that other modifica-
tions may be involved; one possibility is that the N terminus of this cutinase may be blocked
by ghicuromidation, as has been reported in some cutinases from Fusarium solani [36].
Protein phosphorylation is another possible reason for the weight difference because all
kmown fungal cutinases contain at least one phosphorylation site [37]). The amino acid

A B
Fraction

ka MW 14 16 19 20 21 29 30 31 32 33 33
100 . J '
G * “
50 Wil
35 (2] -
28 - . — Co mmme  S==<—20)[Da
a1 ——gmy

Fig. 2 Punfication of cutinase ANCUTZ, a SDS—PAGE analysis of proteins in mumbered collected fractions
(fanes 2—1) and a molecular weight marker (MW) (lane [). b ldentification of carboxyl ester
hydrolase activity in pure fraction 33 using mymography with ce-naphthyl acetate as a substmte, performed on a
SDS—PAGE gel
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Fig. 3 Comparison of amino acid sequences of the ANCUT2 cutimase from AL midhelans { 4. nid) and cutinases
from other microorgansms (4 nig—putative 4 niger cutinase; 4. ory—putative 4. aryzae cutinase; F sol—
Fusarium solani cutinase; O sp—Crypracoccns sp. cutinase; 8. seg—Strgptompess scabiel cutinase). They are
mumbered on the right side. The amino acids ofthe putative cataby tic tnad are shown in rad (Ser-130, Asp-1585, and
Hi-198). The LC-MSMS deduced peptide sequences are shown in blue and green. The conserved pentapeptide
sequence 1s enclased. The six conserved ovsieines that can form disulfide bonds are shown i yallaw

sequence of this protein contains 23 potential phosphorylation sites on serine, threonine, and
tyrosine amino acid residues, as predicted by the NetPhos 2 server program. ANCUT2
contains a serine-rich region located between amino acids 218-251 (Fig. 3), a featre that
has been previously linked to phosphorylation in other proteins [38]. This serine-rich region
has been identified only in the amino acid sequence of two putative cutinases from A niger
{(GenBank accession no. CAK41954.1) and in one cutinase from 4. flavus (GenBank
accession no. EED32785.1). Sequence analysis using FASTA revealed that ANCUT2 had
high sequence identity and similanty (=60%) to that of other fungal cutinases, particularly
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those from the genus Aspergilius. The highest percentages of similarty in amino acid
residues were obtained when the sequences were compared to cutinases from A oryzae
(RR.TY), A. fumiganes (BR.1%), 4. flavus (86.8%), and A. niger (85.5%) (GenBank accession
mumbers BAAOT428.1, EDPS0786.1, EED32785.1, and CAK48244.1, respectively).
Multiple alignments of ANCUT2 constructed with cutinases of both fungal and bacterial
origins revealed conserved residues in the amino acid sequences (Fig. 3). The serine, aspartic
acid, and histidine residues, which are part of the catalytic triad, are completely conserved in
these cutinases, and the consensus pentapeptide, GT30QG, contains the active serine residue. In
ANCUT?2, this consensus sequence was found at positions 128132, and Serl30, Asp 185, and

His198 were identified as the amino acids most likely to be involved in the active site (Fig. 3).

The predicted sequence shows six cysteine residues in ANCUT2. They are conserved in
cutinases from the genus Aspergillus, but not in other fimgal or bacterial cutinases, which
contain only four cysteine residues (Fig. 3). The structure of the cutinase from A. oryzae
reveals an additional disulfide bond, which might be responsible for the thermotolerance of
this enzyme when compared to that of other fungal cutinases [39].

Phylogenetic Tree Analysis of ANCUT2

A database search of the 4. midwlans genome sequence shows that in addition to the
ANTI145.2 gene, which encodes ANCUT?2 cutinase, three other genes encoding putative
cutinase (AN3300.2, ANTIE02, and AN10346.4) are present [40].

_:ﬁ|: Aspangilus nigar CAK4E244 1

T Aspagllus flaws EEDSZTES. A

= L Aspargllus fumigatus EDPSTER 1

Aspamgllus oryzes BAADT42E.1

™ A.nidulares ABFSOEET 1 (ANT145.2)
- Aridulans EAAS2450.1 (ANS300.2)

s Aspamillus fumigatus EALGG2IE 1
—— Acridulans EAAS1432 1 (ANT180.2)

o 8l aspamgilus niger CAK41954 1

- Fusarium sclani AAA23334.{
_|: Fusarium cuysporum ABRIG340 1
Altemesia bressicicola AARDTO.1
_as': Glomarelz cingulatz AAL3B050.1
—— Ariculans CBFEGGH3.1 (AN1D34E.4)
100 Aspargilus oryzes BAESEE4A.{ - VEAST

Cryptococous sp. BACET242 1 AND

= S.iridochromogenes EFL3EA56.1
W': Streptomyces scabiei CEGT4A5T1 BACTERIA

MOLDS

Fig. 4 Phylogenetic analysis of dspergillus nidulons cutinase ABFS0887.1 (ANCUTZ2) and other species.
The evolutionary history was inferred using the neighbor-joining method [24]. The optimal tree, with a bmnch-
length sum of 597188236, is shown, The percentage of replicate trees in which the associated txa dustered
together in the bootstmp test (1,000 meplicates) are shown next to the branches [25]. The evolutionary
distances were computed using the JTT matnx-based method [26] and are in the wnits of the mumber of
amino acdd substitutions per site. All positions containing gaps and missing data were eliminated from the
dataset. There were a total of 164 positions in the final dataset Phylogenstic analyses weme conducied using
MEGA version 4 [27)]
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A phylogenetic tree was constructed using the cutinase sequences retrieved from
GenBank to mvestigate the evohutionary relationship between A. nidwlans cutinases and others
from different microorganisms. The results reveal ed that the cutinases are chistered in two main
branches: those from molds and those from yeast and bacteria. Aspergillus cutinases form two
separate subgroups: those that possess six cysteine amino acid residues, which include A.
nidulans ANTI45.2, AN5309, and ANT180, form one subgroup. The second one inchides
cutinases that possess only four cysteine amino acid residues, A. nidulans AN10346.4 gene and
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other aspergilli are members of this one. While Fusarium, Glomerella, and Altermaria cutinases
that are known also possess four cysteine residoes, they constiute a different subgroup (Fig. 4).
Cufinases from yeast and bacteria were the most divergent, forming a small, less related group.

I[dentification by Internal Amino Acid Sequencing of 22-kDa Protein

The 22-kDa band identified in the SD5-PAGE gels of the concentrated crude extracts of
CEHM medium that had also CEH activity was excised and identified using LC-MS/M3.
The analysis revealed the presence of three peptide sequences: ASTEPGLLGMSTG
PAVCNDILK, YTAGLAENALPOGTSSAAINEAKELFELAASK, and IAGVVLFGDTR,
which are also found in cutinase ABFS0887.1 from A. midulans FGSC Ad (ANCUT2).
The first peptide sequence is shown in green in Fig. 4 because it was identified by LC-MS
analysis only in the 22-kDa but not in 29-kDa cutinase; however, it is also found in cutinase
ABF30887.1. The other two peptides were identified for both proteins. This result indicates
that this protein is a post-ranslational processing product of the 29-kDa ANCUT2. Considering
that the experimental molecular weight is lower than the theoretical molecular weight { 26 kDa),
we pmpose that this protein may be a product of the proteclytic degradation of the 20-kDa
AMCUT2. Furthermore, it might be considered that the first peptide could correspond to the M-
terminal region of the 22-kDa pmten, as the mitial ammo acids could not be found in this
protein but they were identified in the 29-kDa one, a proposal that has to be comoborated. If the
theoretical molecular mass of the smaller protein is estimated considering the start of the peptide
sequence as ASTEPG. .., it coresponds to 20.85 kDa, in acconlance with the mass expen-
mentally found (22 kDa). The presence of isozymes is common among fungal plant pathogens,
such as Molinilia fructicola [41, 42].

Cutinase Activity

The cutin from apple cuticle isolated in this work has a structure similar to that of lime cutin,
as their IR spectra displayed the same bands [43]. We did not observe the three additional
bands that Pacchiano and co-workers (1993) found in lime cutin and which comespond to
oxalate contamination, produced after using the same extraction process [43]. We observed
differences in IR spectra with those of tomato and apple cutin already reported. In contrast to

Table 3 Comparison of ATR—

FTIR ahsorption bands observed Assignment” Wavenumber {em ") (intensity™)
for natural apple cutin and hvdrmo-
lyzed cutin polymers Cutin Hydrolyzed cutin
H,O 3,400 fm) -
vV (O-H--0) 3,301 {m, br) 3405 (s)
V, iCH;) 2,925 (s) 2927 (s)
V, (CH,) 2,854 (s) 2 K56 (s)
ViC=0) 1,721 (skester 1,720 (mjcarboxylic acid
H,0 1,627 fm) 1629 (v, w)
B{CH,) scissoring 1,455 (w) 1 447 (m)
*V stretch, 4 deformation, a V, (C-0-C) 1,166 fm) 1,159 (w)
#‘i}‘mm#h'ic. & symmeiric Vi (C—0-C) 1,102 (w) 1,109 (v, w)
5 stomg, momediom, woweak, B(CH,) rocking 722 (w) _
v very, br broad
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Toluene Ethanol pmso Tertbutanol-
glycerol water (1:1)
(1:1)

Fig. 6 Effect of different organic solvents on enzyme stability at 30% (v/v). Obtained values are avemge of
three measurements

Residual Activity (%)

apple, tomato cutin has a very weak band in 3444 cm ' which is the typical absorption
region of hydroxyl group (3,000-3,700 cm™') [44] (Fig. 5A, Table 3).

Fig. 7 TLC of products of hydro-
lyzed cutin. 8—blank (no cutinase
added); cur—products of hydro-
lyzed cutin; P4—palmitic acid
(standard)
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Cutin is a complex polymer with low water solubility. In order to facilitate the hydrolysis
reactions and to improve substrate availability, different solvents were evaluated to suspend
it. The best ones were toluene, DMS0 and mixtures 1:1 of ethanol-glycerol and rert-
butanol-water. Cutin was not completely solubilized, but it could be suspended. The effect
of these solvents on crude cutinase was tested. The enzyme tolerates water-miscible polar
solvents with low log P (—1.37) like DMS0 as well as moderate hydrophobic (non polar)
solvents with higher log P (2.5) like toluene (Fig. 6) [45]. In fact, toluene allowed cutinase
stability and also cutin suspension, so cutin hydrolysis was performed in this solvent. After
72 h, the results confirmed the mature of the enzyme as a cutinase, as it successfully
hydrolyzed cutin. This can be observed in Fig. 5B and Table 3 where the common
absorption bands of carboxylic acid appeared (1,720 cm ') while an ester band displayed
in cutin (1,731 cm ') disappeared (Fig. 5A). Moreover, typical bands for hydroxyl group
(300-3.700 em ') were higher in hydrolyzed cutin, a result that can be explained because
hydroxyl groups are generated after ester hydrolysis in cutin. Pacchiano and co-workers state
that cutin has the ability to absorb 20% water by weight [43], a statement that agrees with the
findings of this work, as we observed the common bands of water in cutin IR spectra (3,400
and 1,627 cm ). Interestingly, the 1,627 cm™' band strongly decreased after cutin hydroly-
sis, which can be due to polymer disintegration.

Del Rio and Hatcher ( 1998) detected 8, 16-,9, 16-, 10, 16-dimethoxy-hexadecanoic acid
and hydroxy-methoxy hexadecanoic acid as major products of tomato cutin hydrolysis [46].
We observed the existence of free fatty acids by TLC only in the presence of ANCUT 2,
which confirms cutin degradation (Fig. 7).

The results presented in this work allow the identification of the first reported
cutinase produced by A. midulans, which seems to belong to a different group of
fungal cutinases and which may be a useful enzyme for industrial applications. I
properties, as well as those of is lower molecular weight processing product, remain
to be imvestigated. As the results shown here indicate, the proper handling of the
muirient constituents in the culture medom is important to achieve cutinase expression.
AMCUT2 production appears to be regulated by carbon catabolite repression and is induced
by lipidic substrates, such as olive ol (0.1%%).
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Abstract Aspergilius nidulans produces several proteases. The prid gene encodes a major
protease, and two approaches were explored to achieve the overproduction of this enzyme.
Molecular cloning of the mature form of this enzyme in Pichia pastoris resulted in the
production of an inactive form. In addition, the presence of this enzyme was toxic for the host
and resulted m cell bysis. The modification of the culture medium constituents resulted in a 6.4-
fold ncrease in enzyme production. The main effect was achieved through the use of organic
nitrogen sources. Although it was previously shown that the PriA protease shows promiscuous
esterase activity, the production of this enzyme was not mduced by lipidic sources.
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Introduction

Proteases are a group of hydrolytic enzymes with physiological and commercial mportance that
are used in a wide vanety of applications in several industnal processes [1]. Alkaline proteases are
of particular interest due their activity and stability at alkalime pH [2]. Alkaline proteases are most
widely used in detergents and have great importance in the dary, food, feed, and leather
industries. Other successful commercial applications of alkaline proteases include the manage-
ment of mdustnal and household wastes, silver recovery, medical usage, the catalysis of peptide
synthesis, and the resphition of racemic mixtures of amino acids from natural wastes [2-4].

The filamentous fung of the genus Aspergifius have evolved highly diverse biochemical
and enzyme systems that enable them to survive in exceptional and diverse habitats. These
organisms are recognized as one of the major producers of enzymatic activities with
important industrial applications [5]. Aspergilius nidulans 15 one of the best chamacterized
filamentous fungi and has been used as a classical model organism for studies of develop-
mental biology and gene regulation for over 50 years [6].

In a previous study, we reported the punfication and charactenzation of the broad substrate-
specific alkalme protease (product of the prid gene) from A. nidulans PW1 [7). The deduced
amino acid sequence of the prid gene shows a high degree of similarity to proteases from
Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus, and Aspergilius oryzae [8]. An analysis of sequence
homology mdicates that the alkaline protease from A. nidulans (PreA), smilar to other fungal
proteases, belongs to the subtilase family of serine proteases [9]. The alkaline protease from A.
nidulans is mitially synthesized as a 403-residue pre-pro-protein, which is subsequentty cleaved
to produce the 282-residue active mature protease [7, 8]. PrtA is an interesting and promising
enzyme for biotechnological application because it is thermostable and shows activity and
stability at a broad alkaline pH range [7]. However, large amounts of this protease are required
for both theoretical research and mdustnal use. Thus, many approaches, meludng clonmg and
overexpression, fed batch, chemostat fermentations, and optimization of the fermentation
medum, have been used to increase the yield of this protease from different organisms.

In recent years, the methylotrophic yeast Pichia pastoris has been developed mto a highly
successiul system for the production of a vanety o fheterologous proteins, including alkaline pmteases
[10, 11T Generally, this expresgon systemn uses a methanol-mducible alcohol oxidase | (AQAT)
promoter to generate high cell dengty cultures using methanol-regulated expresgon cassettes [11].

Generally, microbial proteases are constitutive or partially inducible in nature and under
most culture conditions. Media components, e.g., vanations in the C/N mtio and the
presence of rapidly metabolized sugars, such as ghicose, and metal ions strongly mfluence
extracellular protease production in microorganisms [3]. Rapidly metabolized nitrogen
sources m the medium, such as amino acids, also affect protein synthesis. In addition,
several other physical factors affect the amount of protease produced [3].

The present study aimed to increase the production of the alkaline protease PrtA from A.
nidulans. Thus, we explored two different strategies: expression of recombmant protein in P
pastoris and modificafions in the culture media components.

Materials and Methods
Microorganisms, Media, Culture Conditions, and Plasmids

Dr. Jesus Aguirre (Institute of Cell Physiology, UNAM) donated the 4. nidufans PW1
(bidl, areB2, methGl, vedl). Conidial suspensions were generated after growth on
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mimimal nitrate agar containing the appropriate supplements as previously descnbed
[12, 13].

Escherichia coli DH5 o (F , lacZMI15 (lacZY¥A-argF) recAl endAl hsdRI7(rk , mk')
Phod supE4d thi gvrA96 reldl) was transformed and grown at 37 °C in Luria—Bertani (LB)
liquid medium or on LB agar plates [ 14]. The recombinant clones were selected on low-salt
LB plates containing (25 pg/mlL) zeocin.

The wild-type strain P, pastoris X-33 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)ywas used for enzyme
expression. The plasmid pPICZaA was obtained from Invitrogen, Carlshad, CA, TISA. All
media and protocols for Pichia were descnibed mn the Pichia expression manual [15].

Minimal nitrate medinm (MM} The basal medium as descnbed by Kafer contained 1.0 %
glucose, 0.6 % NalNO;, 0,052 % KCL 0,052 % MgS0,4-TH,0, 0,152 % KHaPO,4, 0.0025 %
biotin, methionme, 0,084 % arginine, and trace elements. The pH was adjusted to 6.5 [12].
All experments were conducted in 250 mL Erlenmeyer flasks contaiming 50 mL of sterile
culture medium. The medium was inoculated with 1% 10° spores/mL. The flasks were
incubated at 37 °C for 24 h on a rotator shaker (300 rpm]).

Construction and Cloning of the Expression Vectors

The prid gene was amplhified by polymerase chan reaction (PCR) from an A. nidulans cDNA
library m A-ZAPII (constructed by B. Aramayo; avalable from the Fungal Genetics Stock Center,
Kansas City, KS). Specific primers for the mature protein (without sgnal peptide and pro-peptide)
were designed based on published deoxynbomucleic acid (DNA) sequence data [7, 8]. The pnmer
MPF-5-CCT GAATTC GCOC CTG ACC TCC CAG AG-3" was used to amplify the N-terminus
ofthe protemn, and the C-terminus was amplified using one of two primers: PR-5-TGATCTAGA
TTATTC GTC GGC ACC GTT GTA G-3', which ncludes a stop codon after the last amino acid
ofthe protein, or PR-H-5' TGATCTAGA GCT TCG TCG GCA CCG TTG TAG 3' to generate a
fusion protein (His)s-tag. An EcoRI site was mtroduced at the 5" end of the gene, and an Abal site
was miroduced at the 3" end. The primer pair MPF and PR was used to construct the expression
plasmid pPIC Zo A-ANMP, and the primer par MPF and PR-H was used to generate pPICZoA-
ANMPH. A angle master mix was prepared contaming approximately 100 ng of cDNA, 25 pmol
of each primer, 0.25 mM dNTPs, a 1= buffer contaming 1.25 mM MgCl,, and recombinant Piiu
polymerase (Fermentas, MD, USA). The followmng amplificaion reaction conditions were used:
an imitial cycle at 95 °C for 2 min, followed by 30 cycles at 95 °C for | min, 55 °C for 40 s, 72 °C
for 1.5 min, and a final cycle at 72 °C for 10 min. The amplified PCR. products were resolved
using 1 % low-melting agarose (Sigma-Aldnch, St Lows, MO, USA) gel electrophoresis. A gel
slice containing the expected band was excised, and the DNA was eluted using a Gen Ehute
Aparose Spin Column (Sigma-Aldnch, St Lows, MO, USA). Subsequently, the obtaimed PCR
fragments were digested with EcoRI and Ahal and higated mto pPICZaA to generate the vectors
pPICZaA-ANMP and pPICZaA-ANMPH. E cofi DH5x competent cells were freshly trans-
formed with the vectors through electroporation. Zeocin-resistant clones were selected and
anmalyzed using restnction digestion. The cormrect construction of the vectors was confirmed using
PCR with the 5" and 3' AQX] primers from Invitrogen directed agamst the AQX] promoter and
transcripion termimator as previoushy described [15].

Recombinant DN A Techmiques

Standard recombmant DNA methods were performed as previously descnbed [16]. For
sequence determination, the fluorescence-based dideoxy DHA cycle sequencing method
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was used. DNA sequencing was performed using the Tag Dye Deoxy ™™ Cycle Sequencing
Kit (Life Technologies, Carlsbad, CA, TUSA) on a 373A DNA sequencing system (Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA) according to the mamufacturer's instructions. The se-
quencing products were separated usmg capillary electrophoresis and analyzed on an ABI
PRISM 310 genetic analyzer (Perkin Elmer/ Applied Biosystems, USA).

Transformation of P pastoris and Protein Expression

The plasmids pPICZocA-ANMP and pPICZx A-ANMPH were linearzed using Pmel and trans-
formed mto P. pastoris X-33 competent cells through electroporation uang a Bio-Rad Gene
Pulser mgrument and a 0.2-cm cuvette (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). The chargmg voltage,
resistance, and capacitance were set at 2,000V, 200 £1, and 25 pF, respectively. The empty vector
pPICZoA was also transformed into P. pastoris and wsed as a control. The recombmant clones
were selected on YPDS (Yeast Extract Peptome Dextrose Sorbitol Medum) medium. For the
analysis of protease expression, the ransformants were grown in shaking flasks containing
BMGY (Buffered Glycerol Complex Medium) medium untl an ODg=2-6 was reached.
Subsequently, the culture was fransferred to BMMY (Buffered Methanol Complex Medium)
medium for the induction of protein expression, and methanol was added daily as descnibed in the
Pichia expression system manual [15]. The culture was grown at 30 °C with shakimg (300 rpm).
After induction, the extracts were centrifuged (3.000=g), and the supematant was collected.

Protein Determination

The protein concentration was determined wsing an enhanced Bradford assay (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA) according to the mamufacturer's instructions and with bovine serum
albumin as a standard [17].

Protease Activity

The protease activity was measured using the methods of Rinderknecht et al. with mod-
ifications [18]. Briefly, a 0.1-M Tns-HCI buffer (pH 8.0) was used, and the assay volume
was reduced to | mL with 5 mg/mL Hide Powder Amure (Sigma-Aldnch, 5t. Lows, MO,
USA) per assay. The reaction tubes were mcubated at 37 °C and mixed constantly at
300 rpm to keep the solid substrate in suspension. The bes were mansferred to an ice bath
to terminate the reaction, followed by centnfugation at 10,000 rpm for 10 min. The samples
were measured with a spectrophotometer at 595 nm. One unit (1) of proteolytic activity was
defined as the amount of enzyme required to increase the absorbance at 595 nm (Asgs )
0.01 units within 1 mm. All results are presented as the mean of three assays.

Gel Electrophoresis, In Situ Activity Detection, and Western Blot Analysis

Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) was performed
using 12 % acrylamide gels as previously described [19]. The molecular weight of the
proteins was compared with a mixture of seven protems ranging in size from 4.4 to
116 kDa (Fermentas, MD, USA) or low molecular weight markers (Bio-Rad, Hercules,
CA, USA). The proteins were stained with PageSilver silver staining kit (Fermentas, MD,
USA) or Coomassie blue (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).

Subsequently, the protease activity was detected usmg zymography. The acrylamide gel
was washed with 0.1 M phosphate buffer (pH 7.5) for 30 min with constant agitation at room
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temperature to renature the enzymes. A second wash was performed in the same phosphate
buffer containing 5 % Tritom X-100 under the similar conditions, and the imitial wash step
was repeated. To detect the proteclytic activity, the acrylamide gel was copolymerized using
0.1 % (w/v) gelatin as a substrate. A fter protein renaturation, the gel was incubated at 37 °C
for 12 h m developing buffer (50 mM Tnis buffer, pH 8.0) with gentle agitation. The gel was
stained for 30 mm usmg 0.5 % Coomassie Brilliant Blue R-250 (diluted with 40 % methanol
and 10 % acetic acid) and destained in the same solution without the dye until clear
proteolytic bands appeared against the contrasting blue background.

For native zymography, the electrophoretic separation of protems was performed under
non-denaturing condiions in the absence of SDS. The protease activity was detected as
previously described i this procedure, omitting the protein renaturation process.

For the Western blot analysis, the proteins were ransferred to a PVDF transfer membrane
{Perkin Elmer, Woodbridge, ON, Canada) using a Mini Trans-Blot system (Bio-Rad,
Hercules, CA, TUSA) according to the manufacturer's specifications. To detect the recombi-
nant fusion protein, we used an AP-conjugated anti-His (C-term) antibody accordmg to
manufacturer's mstructions (Invitrogen, Carlsbad, CA, TISA).

MNumtional Factors Affecting Protease Production in 4. nidw/ans

To assess the effects of the addition of organic mifrogen sources on protease producton,
sodium nitrate was combined with 0.5 % (w/v) beef extract, protease peptone, yeast extract,
or skim milk m minimal medium (MM) without the addition of a carbon source. MM
without carbon or organic nitrogen sources was used as a control.

Dry Weight Determination of Fungal Mycelum

The cultured mycelium from 50 mL of medium was separated from the supematant using
suction filmation on a Biichner funnel through pre-dried and pre-weighed filter paper (grade
no. 1, Whatman) and subsequently washed twice with 30 mL of distilled water. The
mycelium was doed in an oven at 105 °C to a constant weight, cooled in desiceators, and
weighed. The weight of the fungus was determined from the difference between the weight
of the pre-dried and pre-weighed filter and the combined weight of the fikker and mycelium.
All measurements were performed mn triplicate.

Results and Discussion
Cloning and Expression of the PrtA Alkaline Protease in P. pasioris
Flasmid Constructions and Transformations

F. pastoris has great potential for the production of foreign proteins, such as fungal and
bacterial enzymes; therefore, the suitability of a P pastforis expression system was explored
to achieve ahigh level production of the A. nidulans alkaline protease PriA. P pastoris strain X-
33 and pPICZ oA were selected as the host and expression vector, respectively. Due to the easy
detection and punfication of tagged recombmant protemns, two expression plasmids contaming
different C-terminal sequences were constructed in this study. The prid genes, with and without
the stop codon, were amplified wsimg PCR and cloned mto the EcoRI and Xhbal sites of the
pPPICZaA vector under the control of the methanol-inducible AQXT promaoter, which is
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downstream of the a-factor secretion signal sequence from Saccharomwces cerevisiae. The
283-bp alkaline protease gene was amplified using the pnmer pair MPF and PR-H and cloned
into pPICZaA in frame with the C-termimal peptide containing addiional amino acids for the c-
myc epitope and His (pPICZaA-ANMPH) tags. We also constructed the expression plasmid
pPICZaxA-ANMP by introducing a stop codon mto the reverse primer PR to express only the
mature alkaline protease without any additional ammo acids.

The two recombmant expression plasmids were lineanzed by digestion with Pmel and
transformed mto P pastoris. Transformants for each expression plasmid were obtamed.

Expression of the Recombinant Alkaline Protease in F pastoris and Protein Analysis

Recombinant clones were selected on YPDS medium. Colonies from each expression
plasmid pPICZaA-ANMP and pPICZoA-ANMPH were analyzed for protease expression
in a 500-mL shakmg flask contammg 50 mL of BMMY medum. Samples were obtamed
every 24 h and assayed for enzyme activity and cell growth at ODggg nm. All transformants
showed similar growth patterns (Fig. 1). A small increase in the proteolytic activity was
observed in the culture supematants of three transformants of the systems beanng mature
protein compared with P pasioris cells containing only the plasmid vector (Table 1). The
maximum activity in the culture supematant of clones was detected at 48 h after the inducer
was added, and the activity remained stable for 120 h of fermentation.

Low levels of native proteins were observed usimg SDS-PAGE gels i the cell-free media
from the P pastoris control contaming only the plasmid vector, while in the cell-free culture
medium from the BMMY culture of the PrtA clones using both plasmids (pPICZoA-ANMP
and pPICZo A- AWMPH), the presence of many different infracellular proteins was detected
after 48 h, suggesting cell Iysis or cellular damage to the hos cells (Fig. 2). It has been reported
that the expression of some recombinant proteins m methanol-mduced F. pastoris activates cell
stress responses. Toxicity is a relatively common problem with secreted proteins; for example,
in the molecular clonmg of shrimp trypsinogen, an mhibitory effect on Pichia growth was
observed [20]. This effect might reflect the complexity of the secretory pathway, which presents
a mumber of possible bottlenecks, or the posability that foreign secreted proteins might be
frequently misfolded and canse a blockage in the pathway [11].

Two proteolytic bands with no comresponding signals were detected in the Westem blot
analysis. These proteases might be mtracellular Pichia proteases released as a result of the
Iytic process and might be responsible for the small ncrease in proteclytic activity observed

Fig. 1 Time course of growth by 50
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Table 1 Protease activity in the culture supernatant of P. pastoris transformant cells after growth for 48 h in
buffered minimal medium containing methanol

Transformant Protease activity (U/mL+SD)
P. pastoris X-33 (control) 0.51+£0.06
PM-3 0.83+009
PM-6 0.09+0.09
PM-9 0.75+0.04
PM-HI 0.83+002
PM-H3 0.94+006
PM-H4 0.72+005

The protease activity was determined as descnbed in “Materials and methods™ section. All results were
represented as the mean+SD of three separate determinations

in the spectrophotometric assays [21]. PrtA activity was not detected in the zymograms, but
a single 37-kDa band was observed using Western blot analysis of clones contaming the C-
terminal His tag (Fig. 3). Therefore, we concluded that the expression product was a
recombmant inactive mature alkaline protease that might result from mncorrect folding of
the protein, as the pro-peptide region of the alkaline protease is necessary for the secretion of
active enzymes. This result is consistent with reports that indicate that most proteases require
the pro-peptide sequence for proper protemn folding [10, 22]. Unfortunately, the success in
secreting foreign proteins using the pre-type signal sequence has been vanable; thus, this
signal might be necessary to empinically test several signal sequences or different host strains
for the efficient secretion and processing of the alkaline protease PrtA from A. nidulans n P
pastoris. Therefore, anew strategy to increase protease production in the A. nidulans stram and
the modification of medium constituents that might exert a regulatory effect was explored.

-

Fig. 2 SDS-PAGE analysis of the proteins in the culture supematants of P. pastoris trans formants. Samples
were collected from 24 and 48 h after growth in induction medium BMMY. Each lane was loaded with 24 ul.
of supernatants to SDS-PAGE analysis. Lane [, standard protein molecular weight marker; lanes 2-3,
supematants from £ pastoris X-33 (clone that is transformed with empty vector alone) at 24 and 48 h,
respectively; lanes 4-5, clone PM-H1 at 24 and 48 h, respectively; lanes 6-7, supernatants from clone PM-H3
at 24 and 48 h, respectively; lanes §-9, supematants from clone PM-H4 at 24 and 48 h, respectively
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Fig. 3 Immunoblot of £ pastoris transformant culture supernatants. Lane J, standard protein moleailar
welght markers; fane 2, supernatants from clone PM-H1; lane 3, supermatants from clone PM-H3; lane 4,
supematants from clone PM-H4; lane 5, supematints from a negative contmol P pastoris X-33 done that s
transformed with empty vector alone

Production of Protease Activity In 4. nidulans
Effect of Carbon and Ovganic Nitrogen Sources on Protease Activity in A. nidulans

The mechanisms that regulate the production of extracellular proteases vary among fila-
mentous fungi. The effect of carbon sources on extracellular protease production by A.
nidulans has been extensively studied; extracellular proteases are regulated by carbon
catabolite repression and mduced by starvation [23]. Our results are consistent with these
findings, as no proteolytic activity was detected when 4. nidwlans was grown m mimimal
medium (1 % ghicose); however, low levels of proteolytic activity were detected m the
absence of glhicose (Table 2).

Higher levels of extracellular protease activity were detected in minimal nitrate medium
(lacking glucose) contaiming 0.5 % proteose peptone, beef extract, or yeast extract as an
organic nitrogen source (Table 2). If these mitrogen sources were used at concentrations
higher than 0.5 %, an mhibitory effect was observed (data not shown). The best specific
activity was obtained after the addiion of 0.5 % beef extract. Surpnsmgly, the addiion of
slkam milk to the hgquid medum (Table 2) repressed protease production; howewver, agar
plates supplemented with skam milk revealed the presence of hydrolysis halos, similar to the
findings of previous studies [23]. This difference might be because enzymes can be
produced in larger amounts on solid media as a result of diffusion, morphological differences
in mycehlia, and proteclysis [24]. Fukushima demonstrated that many proteases and pepti-
dases produced by 4. oryzae on solid media were not present m liquid culture [25]. Organic
nitrogen sources are more effecive at inducing growth and protease production in some
orgamisms, while the use of Inorganic mitrogen sources, such as ammomum sulfate and
potassium nitrate, can enhance enzyme yields m other organisms [26]. In 4. nidulans,
extracellular protease production 15 a function of carbon, nitrogen, or sulfur lmitation, and
proteins might not play a major role as protease inducers [23]. Nitrate has even been reported
to be a repressor of extracellular protease production [27]. The results presented in this study
indicate that extracellular protease production 15 derepressed in minimal nitrate medium (lack-
ing glucose); however, protease production was increased after the addiion of 0.5 % organic
nitrogen sources (Table 2). When beef extract was used, the specific protease activity increased
6&.4-fold compared with the values obtamed with the minimal control medium, and the biomass
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Table 2 Effect of glucose and organic nitrogen sources on the protease production by A. nidulans

Analyzd sources Proteolytic Protein Dry waght  Specific proteolytic
activity (U/mL) (pg/mL) (mg/mL) activity (U/mg

Carbon Orzanic nitrogen mycelium)

Glucose® 1 % None nd 1.3+0.1 31838 nd

Noné” None 0.16+0.03 13.3+1.8 0834 0.19

None Proteose peptone 0.5 % 2.19+0.34 27.0x1.5 279 0.78

None Beef extract 0.5 % 2.37+0.64 20.3+0.5 2.102 1.13

None Yeast extract 0.5 % 1.87+0.44 32624 337 0.55

None Skim milk 0.5 % nd 748+127 - nd

* Minimal nitrate medium

* Control medium

nd not detectable under assay conditions

The protease activity was determined as described in “Materials and methods™.
All results were represented as the mean+SD of three separate determinations

increased 2.5-fold (Table 2). This result may reflect the fact that organic nifrogen sources
contain a high proportion of low molecular weight peptides and free amino acids that may exert
a regulatory effect on the expression of genes nvolved in protease synthesis.

SDS-PAGE and zymography were used to identify the proteases produced in this study. The
gels showed that the same pattern of proteins was present in the crude extracts from media
containing yeast extract, proteose peptone, and beef extract, with two major bands
corresponding to 37 and 70 kDa proteins. When skim milk was used as a nitrogen source, a
highly vaniable gel pattem was observed. Few bands were detected in the extracts obtained from
A. nidulans grown in minimal nitrate medium (with and without glucose) (Fig. 4a). The pattem
ofin sifu protease activity in the extracts revealed that only the 37-kDa band, corresponding to

Daa b c
MW MM PP BE YE SM PP BE YE SM
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“ --—b
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Fig. 4 a SDS-PAGE amalysis of secreted protein by A. nidulans cultivated in minimal nitrate medium with
different organic mitrogen sources. Lane MW, standard protemn molecular weight markers: lane MM, minimal
nitrate medium (control); lane PP, protease peptone; lane BE, beef extradt; lane YE, yeast extract; lane SM,
skim milk. b Zymogram analysis demonstrates protease activity. ¢ Native zymogram analysis demonstrates
protease activity under non-denaturalizing conditions
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PrtA, had proteclytic activity (Fig. 4b). However, six bands with proteolyfic activity were
identified i the native zymograms (Fig. 4c), which is consistent with the results of Cohen and
Katz, who used different media and culture conditions [23, 27]. The 37-kDa band from the
protease medmm (supplemented with 0.5 % beef extract) was identified as protease PrtA usmng
intermnal peptide sequencing (data shown below). This enzyme has been previously punfied and
charactenzed as having carboxylesterase activity m CEHM medium [7]; however, we did not
report the proteolytic activity or protein expression in a medium designed for protease produc-
tion. Interestingly, when proteclytic activity was assayed m media containing olive oil, there
was no significant difference compared with media that did not contain ipidic sources (data not
shown). Thus, even if the protein expressed by the prid gene shows promiscuous esterase
activity, its physiological role is related to the presence of organic nitrogen sources, as the PrtA
protein was expressed at different levels in all of the tested conditions.

Identification of the 37-kDa Protein by Internal Amino Acid Sequencing

The 37-kDa protein identified m the SDS-PAGE gels was excised and identified using
LCMS/MS. The analysis revealed the presence of three peptide sequences: ALTS(Q)S-
GAPWGLGAISHK, ANLLSVEK, and IKELATQGVLSNVQGSPNLLAYNGADE, which
comesponded to protease PriA sequences.

Conclusions

Two strategies to mcrease the production of alkalne pmtease PrtA from filamentous fumpuns 4.
nidulans were analyzed. In the first srategy, heterologous expression of the PrtA protem m P
pastoris was not successful. Although enzyme expression was observed, the protem was produced
in an mactive form and exerted a hytic effect m the host cells. Therefore, enzyme overproduction m
A. nidulans uang culure-based strategmies was explored, and the addiion of onzanic sources
(proteose peptone, beef extract, and yeast extract) to minimal mitrate medum (without additional
carbom source) resulted i a 6.4-fold ncrease in the proteolytic activity In microorzanians. We also
confirmed alkaline protease PrtA as the main proteolytic activity produced under these conditions,
and the esterase activity of this protease did not appear to have physiological significance.
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