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RESUMEN
En esta investigacién se estudié la produccién de cafeoil, feruoil y p-cumaroil esterasas a
partir de diferentes fuentes de carbono. Para la cuantificacién de las actividades cafeoil
esterasa I, cafeoil esterasa II, feruoil esterasa y p-cumaroil esterasa se desarrolld una técnica
por espectrofotometria UV, basada en la medicién simultdnea de sustrato y de producto en un

sistema de reaccién.

A fin de seleccionar una cepa capaz de producir la cafeoil esterasa I, Asper.gillus niger Aa20,
Aspergillus awamori NRRL 3112 y Penicilliun; commune V33A25 fueron cultivados en
medio liquido, utilizando al xilano de avena (1.5% p/v) como fuente de carbono, tinicamente
Aspergillus awamori NRRL 3112 fue capaz de utilizar al xilano de avena como inductor de la

produccion de cafeoil esterasa I.

Se evalud el efecto de diferentes fuentes de carbono tipo cereal (xilano de avena, xilano de
avena-acido fertdlico, trigo sin salvado y salvado de trigo) y tipo pulpa (pulpa de remolacha
azucarera, pulpa de café fresca y pulpa de café ensilada) sobre la produccion de feruoil, cafeoil
y p-cumaroil esterasas por Aspergillus awamori. La concentracién utilizada en todos los casos
fue de 1.5% p/v, excepto con la pulpa de café ensilada, la cual también fue probada a una

concentracién de 0.5% p/v.

Los resultados muestran que Aspergillus awamori NRRL 3112 produce principalmente la
cafeoil esterasa I, al crecer en presencia de todas las fuentes de carbono probadas, excepto con
el xilano de avena y la combinacién xilano de avena-4cido feridlico con las que produce tanto
la cafeoil esterasa I como la feruoil esterasa. Las principales fuentes de inductores para la
produccién de la cafeoil esterasa I, fueron la pulpa de café ensilada y el trigo sin salvado
ambas a 1.5% p/v, siendo mayor la productividad con la pulpa de café. En cuanto a la pulpa de
café ensilada, la produccién de cafeoil esterasa I parece ser funcién de la concentracion de
pulpa en el medio. La pulpa de café ensilada muestra un incremento en la produccién de la
cafeoil esterasa I, 4 veces superior al de la pulpa de café fresca. En el caso de la produccion de
feruoil esterasa la mejor fuente de inductores fue la combinaci6n xilano de avena (1.5% p/v) y

acido fertdlico (0.03% p/v). Esta combinacién permitié aumentar la produccién de feruoil



esterasa y cafeoil esterasa I en un 112 y 175% respectivamente, con relacién a la produccion
de dichas enzimas al utilizar el xilano de avena en el medio. En la produccién de la cafeoil
esterasa II, las tnicas fuentes de inductores fueron la pulpa de remolacha seguida del salvado
de trigo, el resto de las fuentes de carbono probadas no mostré su produccién. En cuanto a la
produccién de p-curamoil esterasa, solamente la pulpa de remolacha, el salvado de trigo y la

pulpa de café ensilada permitieron su produccion.



ABSTRACT
The production of caffeoyl, feruloyl and p-coumaroyl estereases from different carbon sources
was studied. An spectrophotometric technique which simultaneouly monitors substrate and
product in a reaction system was developed for analysing the caffeoyl esterase 1, caffeoyl

esterase I, feruloyl esterase and p-coumaroyl activities.

In order to select a producer strain of caffeoyl esterase Aspergillus niger Aa20, Aspergillus
awamori NRRL 3112 and Penicillium commune V33A25 were grown in liquid cultures with
oat spelt xylan (1.5% w/v) as carbon source and as enzyme inducer. Only Aspergillus awamori

NRRL 3112 was able to produce the enzyme.

Different carbon sources type cereal (oat spelt xylan, oat spelt xylan-ferulic acid, wheat bran
and unbran wheat) and type pulp (sugar beet pulp, fresh and silaged coffee pulp) were assayed
for the production of caffeoyl, fer.uloyl and p-coumaroyl esterases by Aspergillus awamori
NRRL 3112. All substrates were evaluated at 1.5% w/v, except for the silaged coffee pulp

which was also tested at 0.5% w/v.

It has been found that Aspergillus awamori NRRL 3112 mainly produced caffeoyl esterase I
with all of the carbon sources tested, except for the oat spelt xylan and the combination of oat
spelt xylan-ferulic acid. With these last substrates as much caffeoyl esterase I as feruloyl
esterase were produced. The silaged coffee pulp and the unbran wheat, both at 1.5%w/v, were
the main inducers of caffeoil esterase I. A greater productivity was obtained with the coffee
pulp. The production of caffeoyl esterase I seemed to be a function of substrate concentration
for the silaged coffee pulp. It has been found that anzyme production was four fold for silaged
coffee pulp compared to fresh coffee pulp. The best inducer for feruloyl esterase was the
combination of oat spelt xylan (1.5% w/v) and ferulic acid (0.03% w/v). This combination
increased the feruloyl esterase and caffeoyl esterase production by 112 and 175 %,
respectively, compared to the production of these enzymes using oat spelt xylan as substrate.
Caffeoyl esterase I was only induced by sugar beet pulp and by wheat bran. p-Coumaroyl

esterase was produced in the presence of sugar beet pulp, wheat bran and silaged coffee pulp.
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Nomenclatura
Acido ferdlico |
[2-O-(trans-feruoil)-o-L-arabinofuranosil]-(1-5)-L-arabinofuranosa
Cafeoil 4acido esterasa |
Acido clorogénico
Cinamoil 4cido esterasa
Cultivo en medio liquido
Cultivo en medio sélido
Feruoil 4cido esterasa
0-{5-O-{(E)-feruoil]-a-L-arabinofuranosil }-(1-3)-O-B-D-xilopiranosil-
(1-4)-D-xilopiranosa
Metil cafeato
Metil ferulato
Metil sinapato
Acido 3-morfolino-propano sulfénico
Metil p-cumarato
Xilano de grano de avena variedad espelta (Oat Spelt Xylan)
Xilano de avena mas 4cido ferdlico
O-{5-O-[(E)-p-cumaroil]-o-L-arabinofuranosil } -(1-3)-O-f-D-xilopiranosil-
(1-4)-D-xilopiranosa
p-Cumaroil 4cido esterasa
Pulpa de café ensilada y liofilizada
Pulpa de café fresca y liofilizada
Papa dextrosa agar
Pulpa de remolacha azucarera
Revoluciones por minuto
Sinapil acido esterasa
Salvado de trigo
Trigo
Cantidad de enzima necesaria para liberar 1 pmol de producto/min

Ultravioleta



INDICE DEL CONTENIDO
1. INTRODUCCION
2. REVISION BIBILIOGRAFICA
2.1. Compuestos fendlicos
2.1.1. Acidos fenélicos simples y sus derivados
2.1.1.1. Acidos hidroxibenzoicos (Ce-C1)
2.1.1.2. Acidos hidroxicindmicos (Ce-C3)
2.1.1.3. Los é4cidos clorogénicos (ACG)
2.1.2. Flavonoides y sus derivados
2.1.3. Fenoles poliméricos
2.2. La pared celular vegetal
2.2.1. Polisacaridos estructurales
2.2.2. Los acidos hidroxicindmicos en la pared celular
2.3. Cinamotil 4cido esterasas
2.3.1. Clasificaci6n y caracteristicas
2.3.2. Microorganismos que producen las cinamoil esterasas
2.3.3. Fuentes de inductores de las cinamoil esterasas y condiciones de cultivo
2.3.4. Sustratos de las cinamoil esterasas
2.3.4.1. Afinidad por el 4cido hidroxicindmico
2.3.4.2. Especificidad por el enlace con la molécula de azticar
2.3.5. Interaccién de las cinamoil esterasas con otras enzimas
2.3.5.1. Degradacion de la hemicelulosa de la pared celular
2.3.5.2. Degradacidn de la pectina de la pared celular
2.3.6. Aplicaciones de las cinamoil esterasas y los dcidos hidroxicindmicos
2.4. Productos y subproductos agricolas
2.4.1. Eltrigo
2.4.2. Laremolacha azucarera

2.4.3. Elcafé

O ~ AN L e R

10

13
13
14
16
16
17
18
19
19
20
25
25
25
26
29
29
30
32



3. JUSTIFICACION
4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general
4.2. Objetivos particulares
. MATERIALES Y METODOS
5.1. Fuentes de inductores probadas
5.2. Microorganismos
5.3. Conservacién de las cepas
5.4. Propagacion de la cepas
5.5. Preparacién del cultivo
5.5.1. Suspension de esporas
5.5.2. Composicién del medio de cultivo
5.5.3. Preparacién del medio e inoculacion
5.6. Obtencion del sobrenadante
5.7. Técnicas analiticas
5.7.1. Conteo de esporas
5.7.2. Medicién de las actividades cinamoil esterasas por espectrofotometria en el
uv
5.8. Estrategia experimental
5.8.1. Seleccién de la cepa
5.8.2. Efecto de la fuente de carbono sobre la produccién de cafeoil, feruoil y
p-cumaroil esterasas por la cepa seleccionada, Aspergillus awamori NRRL
3112
5.9. Expresién de resultados
5.10. Andlisis estadistico
. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1. Establecimiento de una técnica de cuantificacién de actividad enzimatica con la
medicién simultinea de sustrato y producto por espectrofotometria en el UV

6.1.1. Principio y procedimiento matematico

35
39
40
40
41
42
43
43
44
44
44
45
46
47
47
47

47
48
48

48
49
50
51

52
52



7.
8.

6.1.2. Establecimiento de la técnica
6.1.3. Sistema de reaccién
6.2. Seleccién de la cepa
6.3. Produccién de cafeoil I, cafeoil 11, feruoil y p-cumaroil esterasas en funcién de la
fuente de carbono
6.3.1. Fuentes de carbono de tipo cereal
6.3.1.1. Xilano de avena .
6.3.1.2. Xilano de avena con adicién de 4cido ferulico
6.3.1.3. Trigo sin salvado
6.3.1.4. Salvado de trigo
6.3.2. Fuentes de carbono tipo pulpa
6.3.2.1. Pulpa de remolacha azucarera
6.3.2.2. Pulpa de café fresca
6.3.2.3. Pulpa de café ensilada
6.3.3. Sintesis de resultados y analisis estadistico
CONCLUSION Y PERSPECTIVAS
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

54
58
59

61
62
62
64
66
68
71
71
73
75
80
86
90



INTRODUCCION




Introduccion

1. INTRODUCCION

Las cinamoil 4cido esterasas son enzimas del tipo carboxil éster hidrolasas. Estas enzimas
hidrolizan los enlaces éster formados entre los dcidos hidroxicindmicos (ferilico, caféico,
sindpico y p-cumdrico) y los azicares primarios (o-L-arabinosa y/6 B-D-galactosa) de la red
de polisacéridos de la pared celular vegetal (Borneman et al., 1990a; Faulds y Williamson,
1999). Las cinamoil esterasas son un grupo de enzimas entre las que se encuentran las feruoil,
cafeoil, p-cumaroil y sinapil acido esterasas, las cuales deben su nombr¢ a la afinidad que

presenten por un determinado 4cido hidroxicindmico.

El interés en el estudio de estas enzimas, radica en la capacidad que presentan para la
liberacién de los d4cidos fertlico, caféico, p-cumdrico y sindpico, la cual puede ser
aprovechada para la liberacién de dichos 4cidos a bartir de la pared celular de diferentes
subproductos agricolas (Kroon y Williamson, 1999). Asi mismo, el interés en la obtencién de
estos acidos se debe a sus propiedades antioxidantes y anticarcinogénicas. Tales caracteristicas
hacen que estos compuestos sean de gran interés para la industria alimentaria, de cosmetologia
y farmacéutica (Auerbach y Gray, 1999; Saija et al., 1999; Saulnier et al., 2000). Igualmente,
el acido ferulico tiene una segunda aplicacién en la industria alimentaria, ya que es precursor

de un importante saborizante, la vainillina o aldehido vainillico (Thibault et al., 1998).

Las cinamoil esterasas son inducidas por componentes de la pared celular vegetal, tales como
hemicelulosa, pectina, lignina y celulosa, presentes en los sustratos utilizados para el
crecimiento de cepas fingicas y bacterianas (Faulds y Williamson, 1999). Principalmente dos
enzimas de este tipo, las feruoil y p-cumaroil esterasas han sido inducidas al utilizar el xilano
de avena, la celulosa, el salvado de trigo, la paja de avena o la pulpa de remolacha azucarera
como fuentes de carbono para el crecimiento de cepas tales como Aspergillus niger (Faulds y
Williamson, 1999), Streptomyces avermitilis (Ferreira et al., 1999), Aspergillus awamori
(McCrae et al.,1994), Neocallimastix MC-2 (Borneman et al., 1991; Borneman et al., 1992) y
Penicillium pinophilum (Castanares et al., 1992). De esta manera dentro de las cinamoil

esterasas mejor estudiadas se encuentran las feruoil y p-cumaroil esterasas.



Introduccion

Esta investigacién esta dirigida a evaluar el efecto de diferentes fuentes de carbono (xilano de
avena, salvado de trigo, trigo sin salvado, pulpa de remolacha azucarera y pulpa de caf€) sobre
la produccién de cafeoil esterasa I (CAE-I) y cafeoil esterasa II, (CAE-II), las cuales han sido
poco estudiadas en investigaciones previas. Igualmente, es evaluada la produccién de las
enzimas feruoil esterasa (FAE) y p-cumaroil esterasa (p-CAE), mismas que han sido poco

estudiadas en Aspergillus awamori.

La revision bibliogrdfica inicia con la clasificacién de los compuestos fendlicos, localizando
asi a los 4cidos hidroxicindmicos y clorogénicos y su efecto en la produccién enzimatica.
Enseguida se presenta una descripcién de los polisacdridos que constituyen la pared celular y
su importancia en la produccién de las cinamoil esterasas. A continuacién se presentan los
diferentes enlaces éster que existen entre los dcidos hidroxicindmicos y los azuicares primarios
de la red de polisacaridos. Posteriormente, se presenta la clasificacion y las caracteristicas de
las cinamoil dcido esterasas, asi como los microorganismos que las producen, la especificidad
de sustrato que presentan y sus aplicaciones. Finalmente se presenta una descripcién de las

diferentes fuentes de carbono inductoras empleadas en esta investigacién para la produccion

de CAE-I, CAE-1I, FAE y p-CAE.

Los resultados obtenidos en esta investigaciéon comprenden 3 partes. En la primera, se
presenta el establecimiento de una técnica de cuantificacion de las actividades CAE-I, CAE-II,
FAE y p-CAE esterasas mediante la medicién simultdnea de consumo sustrato y formacién de
producto; la segunda etapa presenta la seleccion de la cepa, la cual fue realizada en funcién de
la capacidad de utilizar al xilano de avena como inductor de la cafeoil esterasa I, utilizando al
acido clorogénico para la medicién de la actividad. La tercera parte presenta el efecto de
diferentes fuentes de carbono (xilano de avena, salvado de trigo, trigo sin salvado, pulpa de
remolacha y pulpa de café) sobre la produccién de CAE-I, CAE-II, FAE y p-CAE por la cepa
seleccionada, Aspergillus awamori NRRL 3112. Asi mismo se presenta un andlisis estadistico
de comparaciones multiples de Tukey entre las diferentes fuentes de carbono probadas en la

produccién de cada una de las enzimas estudiadas.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Compuestos fenélicos

El término “fendlico” es empleado para definir aquellos compuestos que poseen uno o mas
grupos hidroxilo (OH) como sustitutos en un anillo aromético (Waterman, 1994). El nombre

deriva a partir del compuesto aromdtico simple denominado “fenol”.

Los compuestos fenélicos se encuentran presentes en el reino vegetal. Son considerados como
metabolitos secundarios. Se encuentran en las frutas y vegetales, incluyendo manzanas, café,
uvas, ciruelas y en las hojas de té entre otras. Los compuestos fenélicos estén involucrados en
el sistema de proteccién de las plantas contra la invasién patégena por parte de insectos,

bacterias, hongos y virus (Friedman y Jiirgens, 2000).

La mayoria de los compuestos fendlicos en las plantas pueden clasificarse en tres grandes

grupos:

1. Acidos fenélicos simples y sus derivados
2. Flavonoides y sus derivados

3. Fenoles poliméricos

A continuacién se presentan las estructuras, las fuentes de obtencion y las aplicaciones

principales de los compuestos fendlicos.

2.1.1. Acidos fenélicos simples y sus derivados

Los 4cidos fendlicos simples poseen un sélo anillo aromdtico y pueden subdividirse en
subgrupos dependiendo del nimero de carbonos (Crn) que contenga la cadena lateral unida al
anillo aromitico (Cg). De esta manera la representacién de estos compuestos es C¢Cn.
Generalmente, el nimero n se encuentra entre 0 y 3. Entre los principales grupos se

encuentran los derivados hidroxilados de los 4cidos benzoicos (Cs-C;) y cindmicos (Cg-Cs).
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Otro grupo de gran interés, es el de los dcidos clorogénicos (ACG), los cuales se obtienen a

partir de la conjugacién entre el 4cido quinico y uno o mds 4cidos hidroxicindmicos.

2.1.1.1. Acidos hidroxibenzoicos (Cg-C1)

Los 4cidos hidroxibenzoicos poseen un grupo carboxilo unido al anillo bencénico. El
compuesto mas importante en esta clasificacién es el acido gélico, el cual es el componente
mayoritario de los taninos hidrolizables (Waterman, 1994). Otros compuestos importantes son
los 4cidos salicilico, protocatéquico, vainillico, siringico y gentisico, asi como el

salicilaldehido. Algunas de estas moléculas se encuentran representadas en la Figura 2.1.

OOH OOH OOH
H
OH OCH3
Ho T oH
Acido galico Acido salicilico Acido vainillico

Figura 2.1. Ejemplos de diferentes tipos de dcidos hidroxibenzoicos.

Los 4cidos hidroxibenzoicos se encuentran distribuidos en todo el reino vegetal. Los dcidos
protocatéquico, vainillico, gélico y siringico pueden estar presentes en forma de conjugados
solubles en la pared celular vegetal, unidos por ejemplo a la lignina (Strack, 1997). El 4cido
salicilico esta ampliamente distribuido en la familia de las Ericdceas (Rododendro y Madrofio)

y puede estar presente como metil €ster en los aceites esenciales.

Dentro de los dcidos hidroxibenzoicos mas importantes por sus propiedades destacan el dcido
vainillico, el cual es un importante precursor del aldehido vainillico, compuesto de interés para
la industria alimenticia (Bonnin et al., 1999). El 4cido salicilico es de interés para la industria

farmacéutica. El 4cido gilico se encuentra distribuido principalmente en las plantas con flores
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y en algunas algas verdes. El 4cido gilico se encuentra en forma de taninos hidrolizables

(Waterman, 1994), los cuales seran tratados més adelante.

2.1.1.2. Acidos hidroxicinamicos (C¢-Cs)

Los 4cidos hidroxicindmicos derivan a partir del dcido cindmico (Cs-Cs), €l cual se encuentra
formado por un grupo acrilico (CH=CH-COOH) unido a un anillo bencénico. Entre los 4cidos
hidroxicindmicos més comunes se encuentran los 4cidos ferdlico (4-hidroxi-3-
metoxicindmico), caféico (3,4-dihidroxicindmico), p-cumérico (4-hidroxicindmico) y sindpico
(4-hidroxi-3,5-dimetoxicindmico). Las primeras tres moléculas se encuentran representadas en

la Figura 2.2.

Acido ferilico Acido caféico Acido p-cumirico

Figura 2.2. Ejemplos de diferentes tipos de dcidos hidroxicindmicos.

Los 4cidos hidroxicindmicos fertlico, p-cumérico y sindpico se encuentran comunmente
esterificados a los polisacdridos de la pared celular de las plantas superiores, en tanto que el
4cido caféico se encuentra formando ésteres con el dcido quinico o con otros hidroxicinamatos

(fertilico y p-cumérico), los cuales forman el grupo de los 4cidos clorogénicos (Clifford,

1999).

El papel de los dcidos hidroxicindmicos en las plantas incluye la proteccién contra la invasion

de agentes patégenos y el control de la extensibilidad de la pared celular (Sancho et al., 2001).
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El 4cido ferdlico se encuentra principalmente en el salvado de los cereales. El salvado de la
cebada contiene 30 mg/Kg, mientras que el salvado de trigo contiene una mayor proporcion
(4000-10000 mg/Kg) y el salvado de maiz contiene mucho mds (30000 mg/Kg). Se encuentra
también en la fibra de la pulpa de remolacha azucarera (9000 mg/Kg) y en jugos citricos en

una menor cantidad (40-50 mg/Kg).

El 4cido p-cumadrico se encuentra principalmente en la espinaca (200 mg/Kg) y en menor

proporcion en el salvado de la cebada (30 mg/Kg).

El 4cido sindpico se encuentra formando ésteres con azicares, sus principales fuentes son los
vegetales como la col (350 mg/Kg), el brécoli (100 mg/Kg) y en menor cantidad en jugos
citricos (8-18 mg/Kg).

El 4cido caféico se encuentra principalmente en la forma esterificada (dcidos clorogénicos) en

el café, en la cidra, en frutas como las manzanas y los arandanos (Clifford, 1999).

El consumo de alimentos ricos en hidroxicinamatos ha mostrado efectos benéficos en la salud
humana. Estos dcidos muestran multiple propiedades in vitro, tales como anticancerigenas,
anti-inflamatorias y antioxidantes. Esta ultima propiedad es de gran interés para la industria de

alimentos, de cosmetologia y farmacéutica (Auerbach y Gray, 1999; Saija et al., 1999).

Una manera de obtener los 4cidos hidroxicindmicos por via biotecnolégica, es mediante el
empleo del extracto crudo o de enzimas purificas del tipo cinamoil esterasas; las cuales
permiten liberar los 4cidos hidroxicindmicos a partir de productos y subproductos agricolas
como el salvado de trigo, el salvado de maiz y la pulpa de remolacha. Esta propiedad es la
razén por la que estas enzimas han sido investigadas con gran interés durante los tltimos afios

(Faulds y Williamson, 1991; Kroon y Williamson, 1999; Saulnier et al., 2000).

Los acidos ferdlico y caféico presentan efectos contrarios, el primero de regulacién positiva y
el segundo de represién en la produccién de una enzima de este tipo, la feruoil esterasa,

obtenida a partir de los cultivos de Aspergillus niger. Sin embargo, atin se desconoce el
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mecanismo molecular de como estos procesos de estimulacién y represién ocurren (Faulds y

Williamson, 1996; Faulds y Williamson, 1999).

2.1.1.3. Los 4cidos clorogénicos (ACG)

Uno de los primeros reportes referentes al 4cido clorogénico fue publicado en 1837 por
Robiquet y Boutron. Posteriormente en 1846, Payen describe el primer compuesto fendlico
que se encuentra en cantidad importante dentro de los granos de café, al cual denomind acido
clorogénico, pensando que se trataba de un compuesto puro. Los trabajos de Fischer y
Dangschat (1932) mostraron que el écido clorogénico es una molécula producto de la
conjugacién entre el 4cido caféico y el dcido quinico. Actualmente se sabe que los dcidos
clorogénicos (CGA) son una familia de ésteres formados entre los dcidos hidroxicinamicos y
el 4cido quinico. Los 4cidos clorogénicos representan un grupo complejo de moléculas que
incluye no solamente ésteres del acido caféico (5-cafeoilquinico, 4-cafeoilquinico y 3-
cafeoilquinico), sino también ésteres de otros cinamatos (4cidos fertlico, p-cumarico y
sindpico), asi como los 4cidos dicafeoilquinico y cafeoilferuoilquinico. El mads simple,
presente en cantidades importantes sobre todo en el café, es el dcido 5-O-cafeoilquinico (5-
ACQ), representado en la Figura 2.3. Este es el dnico disponible comercialmente y es ain

llamado 4cido clorogénico (Clifford, 1999).

Acido clorogénico

H
0 _ | -
HO —C
“\‘ v OH
HO'
“oH
Acido quinico Acido caféico

Figura 2.3. Ejemplo de un tipo de dcido clorogénico (éster de los 4cidos quinico y caféico).
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Los 4cidos clorogénicos se encuentran principalmente en el café y sus productos (350-1000
mg/L de café arabica), en los ardndanos (500-2000 mg/Kg) y en menor cantidad en la cidra

(11-480 mg/L) y en las manzanas (62-385 mg/Kg).

El 4cido clorogénico tiene propiedades antioxidantes y anticancerigenas. Sin embargo, debido
a sus propiedades fisicoquimicas (por ejemplo su alto grado hidrofilico), puede involucrar
diferentes mecanismos in vivo y por lo tanto presentar una actividad bioldgica complementaria

a la del 4acido caféico libre (Couteau et al., 2001).

Por otro lado, el 4acido clorogénico, al ser utilizado en el medio de cultivo de bacterias del
intestino humano, muestra un efecto positivo en la induccién de enzimas del tipo cinamoil

esterasa, como es el caso de la cafeoil y feruoil esterasas (Couteau et al., 2001).

2.1.2. Flavonoides y sus derivados

Se conoce como flavonoides a aquellos metabolitos que se caracterizan por contener un nicleo
de 2-benzopirano, el cual contiene un anillo aromético sustituido en el C-2. De esta manera,
estos compuestos tienen una estructura ciclica del tipo C¢-C3-Cq (Waterman, 1994). Las
diferentes clases dentro del grupo se caracterizan por el grado de oxidacién del anillo C

(Figura 2.4) y por el niimero y posicién de los sustituyentes hidroxilicos, metoxilicos y

glicosidicos en los anillos A y B.

NN
A e
N

Figura 2.4. Estructura bdsica de los diferentes tipos de flavonoides.

Entre los tipos mds comunes de flavonoides se encuentran: los flavonoles (quercetina,
quercitrina y rutina), los flavan-3-oles (catequina y epicatequina), las antocianidinas
(pelargonidina, cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina y malvidina) y las

leucoantocianidinas (leucocianidiana y leucodelfinidina).
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Los flavonoides se encuentran en las plantas generalmente en forma glicosilada y no en forma
libre. Los flavonoides son un grupo de fenoles relacionados con los pigmentos de las plantas,
los principales responsables del color, son las antocianidinas. Estas son responsables de los
colores naranja, rojo, magenta, violeta, purpura y azul de muchas especies de plantas y de sus
productos. Esta propiedad de las antocianidinas es aprovechada en la obtencién de colorantes
alimenticios. Un gran nimero de plantas (incluyendo flores, frutos, semillas y hojas) son

fuentes de antocianidinas (Hendry, 1993).

Los flavan-3-oles (catequina y epicatequina) representan un grupo importante dentro de los
flavonoides. En experimentos in vitro e in vivo han mostrado efectos benéficos en la salud
humana. Estos compuestos poseen propiedades antioxidantes y anticancerigenas (Arts et al.,
2000). Fuentes importantes de catequinas, son las infusiones hechas a partir de t€ (102-418

mg/L) y el vino tinto (27-96 mg/L):

Tanto las antocianidinas como los flavan-3-oles, son extraidos por métodos quimicos,

utilizando en ambos casos solventes orgdnicos como el metanol y el etanol (Arts et al., 2000).

2.1.3. Fenoles poliméricos
En este grupo se encuentran la lignina y los taninos. La lignina es un polimero cuyas unidades

bésicas son los alcoholes coniferil, p-cumaril y sinapil (Figura 2.5), los cuales son derivados

de los 4cidos fertlico, p-cumadrico y sindpico, respectivamente.

H,0H H,0H H,O0H
= = =
CH, CH3 OCH;
H OH H
Alcohol coniferil ~ Alcohol p-cumaril Alcohol sinapil

Figura 2.5. Polifenoles estructurales de la lignina.
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La lignina se localiza en la pared celular secundaria de las plantas vasculares. Se encuentran
de manera abundante en la madera (20-30% peso seco). Es esencial para el transporte de agua,

proporciona soporte y resistencia a las enfermedades (Lapierre et al., 2000).

En cuanto a los taninos, éstos constituyen un grupo de compuestos fendlicos complejos,
tienen un peso molecular en el rango de 500-3000 daltones. Los taninos pueden formar
complejos solubles e insolubles con las proteinas, siendo esta la principal razén de sus efectos

antinutricionales (Naczk et al., 2000).

Los taninos al igual que las antocianidinas, juegan un importante papel en el desarrollo del
color de las flores, y asi como los fenoles simples y los flavonoides, los taninos poseen
propiedades bioldgicas como antioxidantes, las cuales han sido probadas in vitro (Hagerman et
al., 1998). Los taninos se encuentran presentes en una gran.variedad de plantas herbéceas y

leniosas (Haslam, 1993).

En funcién de su estructura y de su capacidad de reaccionar con agentes hidroliticos,
particularmente 4cidos, se pueden clasificar en taninos hidrolizables y condensados. En el caso
de los taninos hidrolizables, la estructura béasica es el 4acido galico (Figura 2.1). Estos
compuestos se caracterizan por la presencia de una hexosa, la cual se encuentra unida al 4cido
gdlico mediante enlaces éster. Uno de los taninos hidrolizables mas simples es el denominado

pentagaloilglucosa.

En cuanto a los taninos condensados, su estructura esta basada en la unién de una serie de
monoémeros de tipo flavan-3-oles, tales como la catequina y epicatequina (Arts et al., 2000).
Los taninos condensados, los cuales se encuentran distribuidos en el reino vegetal mas
ampliamente que los hidrolizables, se extraen de las fuentes naturales mediante la utilizacién
de mezclas hechas a base de solventes tales como acetona/agua/dietil éter (Naczk et al., 2000)

y de mezclas de diéxido de carbono y etanol o metanol bajo, condiciones supercriticas (Murga
et al., 2000).

12
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2.2. La pared celular vegetal

Esta estructura celular esta constituida por una compleja red formada por polisacédridos y
4cidos hidroxicindmicos. Ambos tipos de estructuras se encuentran involucradas en el proceso
de induccién de las enzimas cinamoil esterasas. Enseguida se presenta una descripcion de

éstos polisacéridos, asi como los diferentes enlaces que se presentan con los hidroxicinamatos.

2.2.1. Polisacaridos estructurales
Durante el desarrollo vegetal, las células se encuentran rodeadas de una delgada pared

constituida principalmente de polimeros tales como la celulosa, 1a hemicelulosa y la pectina.

La celulosa es un 8-(1,4)-glucano. Este polimero forma largas y finas cadenas denominadas
microfibrillas (armazén de la pared celular), las cuales se encuentran aglutinadas en una matriz

constituida por pectina y hemicelulosa.

La hemicelulosa es un polimero de pentosas, entre los que se encuentra principalmente el
xilano, el cual a su vez posee cadenas laterales de arabinosa o bien otros azicares. Este

polimero se encuentran unido a la celulosa por puentes de hidrégeno (Ishii, 1997).

La pectina es un polimero complejo, se sugiere la existencia de tres estructuras distintas
dentro de este polimero. Estas son, una estructura constituida por un polimero de &cido
galacturénico. Otra estructura localizada dentro del esqueleto de 4cido galacturénico, la cual
se basa en la repeticidn del disacdrido formado por el 4cido galacturénico y la ramnosa, el cual
a su vez esta unido a través de la ramnosa a una cadena lateral formada -por arabinosa y

galactosa. Finalmente una tercera estructura, la cual contiene un azicar variable (Mort et al.,

1989).

En las plantas dicotiledéneas la celulosa, hemicelulosa y pectina se encuentran
aproximadamente en cantidades iguales, mientras que las monocotiledéneas contienen menos

pectina (Ishii, 1997).

Las propiedades mecdnicas de la pared celular varfan en funcién de su composicién. Las

cé€lulas fibrosas y vasculares contienen una delgada pared celular primaria, una gruesa y

13
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multilaminada pared secundaria y algunas veces una pared terciaria. Muchas, pero no todas las
paredes secundarias se encuentran lignificadas, alcanzando valores de 20-30 y 7-15% de

lignina en paredes maduras de dicotiledéneas y monocotiledéneas, respectivamente (Ishii,
1997).

Aunque la informacién referente a cada uno de los diferentes polimeros individuales que
constituyen la pared celular de las plantas es bastante amplia, atin no se tiene informacion
precisa en cuanto a los enlaces covalentes que suceden entre estos polimeros para formar la

compleja red de polisaciridos (Kroon y Williamson, 1999).

La pared celular en desarrollo contiene también glicoproteinas, lipidos, compuestos fendlicos

estructurales (4cidos fertilico, sindpico y cumarico) y no estructurales (flavonoides).

2.2.2. Los acidos hidroxicinamicos en la pared celular

El empleo de técnicas como la espectroscopia UV fluorescente, ha permitido mostrar que los
acidos ferulico, sindpico, caféico y cumdrico se encuentran presentes en cantidades
importantes en la pared celular de monocotiledéneas y dicotiledéneas (Kroon y Williamson,
1999). Los 4cidos hidroxicindmicos se encuentran unidos covalentemente a diferentes
polisacéridos, tales como los arabinoxilanos, xiloglucanos y pectinas, a través de enlaces éster,

los cuales han sido bien definidos (Ishii y Hiroi, 1990).

En el caso de la pared celular de los cereales (monocotiledénea), la hemicelulosa consiste
principalmente de arabinoxilano, cuya estructura reside en un esqueleto formado por unidades
de xilosa, unidos por enlace -(1,4"). El esqueleto de xilosa se encuentra a su vez sustituido
con residuos de o-L-arabinosil en las posiciones O-2 y/é6 O-3 de las unidades de xilosa
(Williamson et al, 1998). Ademas, algunos de los residuos de o-L-arabinosa se encuentran

sustituidos en las posiciones C-5 con moléculas de dcido fertilico, mediante enlace éster
(Figura 2.6).
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ArafiF(1,5)

CH,

Figura 2.6. Representacién del enlace éster entre el dcido ferilico y el hidroxilo del C-5 de los residuos de o-L-
arabinofuranosa, presente en el caso de las monocotileddneas.

El 4cido ferdlico se encuentra en concentraciones elevadas en la pared celular de diferentes
plantas monocotiledéneas. Asi por ejemplo, el salvado de trigo, el salvado de maiz y el bambu
contienen aproximadamente 1-3% (p/p) de acido ferdlico (Kroon et al., 1999). En algunas
especies monocotiledoneas, principalmente en la hierba costera de Bermudas (Coastal

Bermuda grass, Cynodon dactylon), el acido ferilico puede estar sustituido por é4cido p-

cumdrico (Borneman et al., 1991).

La pared celular de algunas dicotiledéneas tales como la pulpa de remolacha y la espinaca,
contienen 1% (p/p) de 4cido ferilico, el cual se encuentra esterificado con el grupo hidroxilo
del C-2 de los residuos de o-L-arabinosa (Figura 2.7) o con el grupo hidroxilo del C-6 de los

residuos de B-D-galactopiranosa de la cadena lateral de la molécula de pectina (Kroon et al.,

1999).

(o]
tao
HOHzg/ 3

Araf,F(1,2)

CH,

Figura 2.7. Representacién del enlace éster entre el 4cido ferdlico y €l hidroxilo del C-2 de los residuos de o-L-

arabinofuranosa, presente en el caso de las dicotiled6neas.
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El 4cido fenilico tiene un importante papel en la formacién de la red de polisacdridos. De

acuerdo a lo reportado el dcido ferilico forman enlaces entre los heteropolimeros de xilano y

la lignina (Hatfield et al., 1999).

2.3. Cinamoil icido esterasas

El gran interés en el estudio de las enzimas del tipo cinamoil esterasas radica en su capacidad
para liberar dcidos hidroxicindmicos tales como: fertilico, caféico, p-cumdrico y sindpico de la
pared celular vegetal de productos’y subproductos agricolas tales como el salvado de maiz,
cebada, salvado de trigo y pulpa de remolacha azucarera. A su vez estos 4cidos
hidroxicindmicos tienen aplicaciones industriales potenciales, debido a sus propiedades
antioxidantes. Asi mismo el dcido fertlico presenta un segundo interés ya que es precursor de
un saborizante importante, la vainillina o aldehido vainillico. Enseguida se describen los

aspectos mas relevantes de estas enzimas.

2.3.1. Clasificacion y caracteristicas

Las cinamoil 4cido esterasas son enzimas del tipo carboxil éster hidrolasas, su numero de
clasificaciéon es EC 3.1.1.1. (Juge et al., 2001), en donde EC significa abreviadamente
Comisién de Enzimas, la primera cifra (3) representa la clase (hidrolasas), la segunda cifra (1)
representa a la subclase (esterasas), la tercera cifra (1) la sub-subclase (naturaleza del sustrato:

carboxilo) y la cuarta (1) designa el ndmero de serie de la enzima en su sub-subclase.

Las cinamoil esterasas son capaces de romper los enlaces éster entre los 4acidos
hidroxicindmicos (ferilico, p-cumdrico y sindpico) y los azicares primarios (arabinosa y/o
galactosa) de los polisacdridos de la pared celular vegetal, tales como hemicelulosa y pectina.
Estas enzimas pueden también hidrolizar un. pequeiio nimero de ésteres de dcidos
hidroxicindmicos, como el dcido clorogénico, formado por la unién de los acidos caféico y

quinico (Juge et al., 2001). Las cinamoil esterasas tienen la caracteristica de ser inducibles.

Estas enzimas son inducidas durante el crecimiento de cepas flngicas o bacterianas sobre
diferentes polisacdridos provenientes de la pared celular vegetal (lignina, hemicelulosa,

celulosa y pectina), presentes en los sustratos utilizados en el medio de cultivo (Faulds y
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Williamson, 1999; Kroon et al., 1996). Las cinamoil esterasas son secretadas al medio de
cultivo para facilitar la degradacion de la pared celular vegetal, la cual es utilizada enseguida

como fuente de carbono (Williamson et al., 1998).

2.3.2. Microorganismos que producen las cinamoil esterasas
Las cinamoil esterasas son producidas por un amplio rango de bacterias y hongos, tanto
aerobios como anaerobios, incluyendo géneros localizados en el tracto digestivo de animales y

del ser humano (Couteau et al., 2001).

Los primeros trabajos referentes a estas enzimas aparecen hace pocos afios. La actividad 4cido
ferdlico esterasa (FAE) fue detectada en los sobrenadantes de los cultivos de Streptomyces
olivochromogenes (Johnson et al., 1988) y Schizophylum commune (MacKenzie y Bilous,
1988). Otra actividad, la dcido p-cumdrico esterasa (p-CAE) fue detectada a partir de los
cultivos provenientes de Streptomyces viridosporus (Deobald y Crawford, 1987; Donnelly y
Crawford, 1988). Las enzimas feruoil y p-cumaroil esterasas fueron también detectadas a
partir de los sobrenadantes de los cultivos del hongo ruminal anaerobio Neocallimastix MC-2

(Borneman et al., 1990 a, b).

Posteriormente aparece el primer trabajo que detalla la purificacién y caracterizacién de una
feruoil esterasa (4-hidroxi-3-metoxicindmico acido esterasa), a partir del sobrenadante de los

cultivos de Streptomyces olivochromogenes (Faulds y Williamson, 1991).

Las cinamoil esterasas han sido purificadas y caracterizadas a partir de los cultivos de cepas
fingicas como: Aspergillus oryzae (Tenkanen et al., 1991), Neocallimastix MC-2 (Borneman
et al., 1991; Borneman et al., 1992), Penicillium pinophilum (Castanares et al., 1992),
Aspergillus niger (Faulds y Williamson, 1993) y Aspergillus awamori (McCrae et al., 1994) y

de cepas bacterianas como Pseudomonas flurorescens (Ferreira et al., 1993).

Recientemente ha sido reportado (Couteau er al., 2001) el aislamiento de bacterias del
intestino humano, las cuales presentan actividad feruoil, p-cumaroil y cafeoil esterasa. Dentro

de estas bacterias se encuentran Escherichia coli, Bifidobacterium lactis y Lactobacillus

gasseri.
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2.3.3. Fuentes de inductores de las cinamoil esterasas y condiciones de cultivo

Diferentes materiales de origen vegetal han sido empleados como fuentes de inductores de las
cinamoil esterasas, entre los que se encuentran: el xilano de avena, la pulpa de remolacha
azucarera, la paja de avena y la hierba costera de Bermudas. Enseguida se mencionan las
principales cinamoil esterasas citadas en la literatura, asi como las distintas fuentes de carbono

inductoras y las condiciones de cultivo empleadas en cada caso. La Tabla 2.1 presenta un

resumen de las diferentes enzimas reportadas hasta la fecha, asi como las fuentes de inductores

probadas en distintas cepas fingicas y bacterianas.

Tabla 2.1. Fuentes de inductores de enzimas del tipo cinamoil esterasas, probadas en diferentes cepas fingicas y

bacterianas.
Cepa Fuente de inductores Condiciones de Enzima
cultivo secretada
Streptomyces olivochromogenes Xilano de avena CML FAE
(Faulds y Williamsan, 1991) (Oat spelt xylan, OSX) Fermentador de
(1%, p/v) tanque agitado 5 L.
72 h, 37°C, 200 rpm
Aspergillus niger CBS 120.49 Xilano de avena CML FAE I
(Faulds y Williamson, 1994) (OSX/ 1%, p/v) Matraz 250 mL
100 mL de medio
4 dfas, 25°C,150 rpm
Penicillium pinophilum Paja de avena (23.1%, p/p) CMS FAE
(Castanares et al., 1992) Salvado de trigo (9.9%, p/p) Frascosde 2 L. p-CAE
150 g de sustrato
12 dias, 30°C
Aspergillus awamori Paja de avena molida CML FAE
(McCrae et al., 1994) (2%, plv) Fermentador de p-CAE
tanque agitado 16 L
12 L de medio, 30°C
Neocallimastix MC-2 Pared celular de hierba de CML p-CAE
(Borneman et al., 1991) Bermudas “Coastal Bermuda Fermentador 20L
grass”(0.36%, p/v) 14L, 39°C
Neocallimastix MC-2 Celulosa (2%, p/v) CML FAE-1
(Borneman et al., 1992) Frascos 2L FAE-II
1.75L
Aspergillus niger Pulpa de remolacha azucarera CML, condiciones de CinnAE

(Kroon et al., 1996)

(1%, p/v)

FAE-III
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De acuerdo a lo anterior, la mayor parte de las cinamoil esterasas reportadas han sido
obtenidas mediante cultivos en medio liquido. La induccién de la produccién de las cinamoil
esterasas esta relacionada tanto con el tipo de polisacdrido estructural como con los dcidos
hidroxicindmicos presentes en las diferentes fuentes de carbono utilizadas. Asi, el xilano de
avena constituido de arabinoxilanos y en cuya estructura no se ha reportado la presencia de
dcido ferilico (Faulds y Williamson, 1996) es reportado como inductor de la produccién de
feruoil esterasas. Mientras que la paja de avena y el salvado de trigo, los cuales se caracterizan
por su contenido en arabinoxilanos y en &dcido fertlico (Kroon et al., 1999) son reportados
como fuentes de inductores de la FAE y p-CAE. En tanto que la hierba costera de Bermudas
constituida por arabinoxilanos, celulosa, acido fertlico y dcido p-cumdrico (Ishii, 1997) es
citada como fuente de inductores de la p-CAE. A su vez la celulosa es reportada como

inductor de la FAE.

2.3.4. Sustratos de las cinamoil esterasas
Los sustratos de las cinamoil esterasas constan de dos componentes unidos mediante un enlace
éster, estos componentes son el dcido hidroxicindmico y la molécula de azicar (Williamson et

al., 1998). Enseguida se describen los sustratos utilizados para determinar la afinidad y la

especificidad de estas enzimas.

2.3.4.1. Afinidad por el acido hidroxicindmico

A fin de determinar la afinidad de las diferentes cinamoil esterasas por el dcido fenélico del
sustrato, compuestos como los metil.éster de los 4cidos hidroxicinamicos han sido utilizados
ampliamente en diversas investigaciones (Faulds y Williamson, 1991; Faulds y Williamson,
1996; Sancho et al., 1999). En estos compuestos la parte correspondiente al azicar, como

sucede en los sustratos naturales, es reemplazada por un grupo metilo (Figura 2.8).
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Feruoil esterasa Cafeoil esterasa p-Cumaroil esterasa

H

Metil ferulato Metil cafeato Metil p-cumarato

Figura 2.8. Metil ésteres de los dcidos hidroxicindmicos empleados en la medicién de las actividades cinamoil

esterasas.

Asi, algunas cinamoil esterasas son activas principalmente sobre los feruoil ésteres (feruoil
esterasas) o sobre los p-cumaroil ésteres (p-cumaroil esterasas), o sobre los cafeoil esteres

(cafeoil esterasas), mientras otras presentan ya sea dos o las tres actividades mencionadas.

2.3.4.2. Especificidad por el enlace con la molécula de azicar

La especificidad de las cinamoil esterasas por la parte correspondiente al azicar es mds
complicada de analizﬁr, ya que s6lo un ndmero limitado de sustratos se encuentran
disponibles. Los sustratos utilizados son oligosacdridos cinamatados. Generalmente son
obtenidos mediante hidrélisis de la pared celular de diferentes vegetales, empleando ya sea
condiciones acidas o bien mediante mezclas de enzimas (Colquhoun et al., 1994). Los

oligosacéridos cinamatados se pueden clasificar por su origen en dos tipos:

A) Oligosacdridos cinamatados provenientes de plantas monocotiledoneas

B) Oligosacaridos cinamatados provenientes de plantas dicotiledéneas
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A) Oligosacdridos cinamatados provenientes de plantas monocotiledoneas:

El oligosacédrido O-{5-O-[(E)-feruoil]-o-L-arabinofuranosil }-(1-3)-O-B-D-xilopiranosil-(1-4)-
D-xilopiranosa (FAXX), es un ejemplo de oligosacirido feruloilatado (Figura 2.9). Se ha
reportado su obtencién a partir de la pared celular de plantas monocotiledéneas tales como:
bagazo de cafia de azicar (Saccharum officinarum), maiz (Zea mays), cebada (Hordeum
vulgare), bambu (Phyllostahys edulis), (Ishii, 1997) y hierba costera de Bermudas (Cynodon
dactylon), (Borneman et al., 1992).

El oligosacarido O-{5-O-[(E)-p-cumaroil]-o-L-arabinofuranosil }-(1-3)-O-f-D-xilopiranosil-
(1-4)-D-xilopiranosa (PAXX), es otro ejemplo de oligosacdrido cinamatado (Figura 2.9), es
similar al FAXX, pero sustituido con un residuo de acido p-cumdrico. Se ha reportado su

obtencién a partir de la cebada, del bambu (Ishii, 1997) y de la hierba costera de Bermudas

a
5 (0] 4
HO 3 5 —G
g 2\ _on
H
1 3 OH E on
H H

(Borneman et al., 1992).

R=0CH3 (FAXX)
R=H (PAXX)

Figura 2.9. Oligosacdridos cinamatados empleados en la determinacién de la especificidad por el enlace del

hidroxicinamato con el hidroxilo del C-5 de la molécula del azicar primario.

B) Oligosacaridos cinamatados provenientes de plantas dicotiledéneas

El oligosacdrido [2-O-(E-feruoil)-o-L-arabinofuranosil]-(1-5)-L-arabinofuranosa (Ara,F), es
un ejemplo de oligosacarido feruoilatado obtenido a partir de la pared celular de
dicotiledéneas como la remolacha azucarera (Beta vulgaris) y la espinaca (Spinacia oleracea).
Consiste de un acido ferdlico unido por un enlace éster (1-2) a la arabinosa, la cual a su vez
esta unida por un enlace (1-5) a otra molécula de arabinosa. El Araf,F (Figura 2.10) es un

sustrato modelo para determinar la actividad sobre los enlaces feruoil éster (1-2), (Williamson

et al., 1998).
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CH,

Figura 2.10. Oligosacdrido feruloilatado empleado en la determinacién de la especificidad por el enlace del
hidroxicinamato con el hidroxilo del C-2 de la molécula del azicar primario.

Otro oligosacarido feruloilatado proveniente de plantas dicotiledéneas es el O-[6-O-(E-
feruoil)-B-D-galactopiranosil]-(1-4)-D-galactopiranosa (Gal,F). Este oligosacdrido se obtiene
también a partir de la espinaca y de la pulpa de remolacha azucarera. En este caso el dcido
ferulico se encuentra unido por un enlace (1-6) a la molécula de galactosa, misma que a su vez

esta unida por un enlace (1-4) a una segunda molécula de galactosa (Ishii, 1997).

La comparacién entre los oligosacaridos cinamatados ha proporcionado informacién acerca de
la posible existencia de un sitio para la molécula de azucar en estas enzimas, mostrando
igualmente la importancia de la posicién de unién de los grupos fendlicos a la molécula de

azucar.

De esta manera, la hidrlisis de los oligosacdridos cinamatados presenta especificidad a
determinados enlaces éster entre el dcido hidroxicindmico y el aziicar primario. Asi por
ejemplo, la FAE-III proveniente del sobrenadante de los cultivos de Aspergillus niger y la p-
CAE proveniente del sobrenadante de los cultivos de Aspergillus awamori presentan actividad
respectivamente sobre los dcido feriilico y p-cumdrico del FAXX y PAXX (Figura 2.11),

unidos al C-5 de la arabinosa en los arabinoxilanos de los cereales, (Ralet et al., 1994; McCrae

etal., 1994),
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FAE-TII (Aspergillus niger)
p-CAE (Aspergillus awamori)

R=0OCH3 (FAXX)
R=H (PAXX)

Figura 2.11. Representacion del punto de hidrélisis de las enzimas FAE-IIl (Aspergillus niger) y p-CAE
(Aspergillus awamori) sobre el enlace éster que forman los respectivos dcidos hidroxicindmicos con el hidroxilo
del C5 de los residuos de arabinosa en el esqueleto de arabinoxilano.

En tanto que la CinnAE proveniente de los cultivos de Aspergillus niger al ser probada sobre
oligosacéridoé cinamatados de la pulpa de remolacha azucarera, es especifica para el enlace
que forma el 4cido ferdlico con el C-2 de los residuos de arabinosa en la cadena de pectina

(Kroon y Williamson, 1996) de la pulpa de remolacha azucarera (Figura 2.12).

CinnAE (Aspergillus niger)

OCH,

Figura 2.12. Representacion del punto de hidrélisis de la enzima CinnAE (Aspergillus niger) sobre el enlace éster

que forma el 4cido fertlico con el hidroxilo del C2 de los residuos de arabinosa de la cadena lateral de la pectina
(sustrato probado Araf;F).

La CinnAE muestra una alta actividad con el Araf,, mientras que la FAE-III no presenta

actividad sobre este sustrato (Williamson et al., 1998).
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La Tabla 2.2 presenta un resumen de la especificidad de sustrato mostrada por las cinamoil

esterasas reportadas a la fecha. .

Tabla 2.2. Sustratos empleados en la determinacidn de la especificidad de diferentes enzimas cinamoil esterasas.

Cepa Enzima secretada Actividad Actividad  No detectada
principal baja
Streptomyces olivochromogenes FAE MFA
(Faulds y Williamson, 1991) FAXX
Aspergillus awamori FAE MFA
(McCrae et al., 1994) p-CAE ‘MpCM
Neocallimastix MC-2 p-CAE PAXX
(Borneman et al., 1991) MpCM
Neocallimastix MC-2 FAE-1 MFA
(Borneman et al., 1992) FAXX
PAXX
Neocallimastix MC-2 FAE-II MFA
(Borneman et al., 1992) FAXX
Aspergillus niger CBS 120.49 FAE 111 MFA MCA/MpCA
(Faulds y Williamson, 1994) MSA
FAXX
Aspergillus niger CS 180 CinnAE MCA/MpCA MFA
(Kroon et al., 1996) Ara,F MSA
Penicillium pinophilum p-CAE MpCM
(Castanares et al., 1992) FAE MFA

Las enzimas FAE-I y la FAE-II son producidas por el hongo anaerobio Neocallimastix MC-2.
La FAE-I hidroliza tanto la molécula de FAXX como el equivalente éster del acido p-

cumdrico, el PAXX, mientras que la FAE-II es especifica s6lo para la hidrélisis de la molécula

FAXX.

No todas las cinamoil esterasas purificadas han sido probadas con los diferentes sustratos a fin
de estudiar su especificidad. Sin embargo, la actividad reportada en todos los casos es la

liberacién de 4cidos hidroxicindmicos (Williamson et al., 1998).
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2.3.5. Interaccién de las cinamoil esterasas con otras enzimas

Solamente un nimero limitado de feruoil esterasas son capaces de hidrolizar directamente el
4cido fertlico a partir de la fraccién insoluble de la hemicelulosa y de la pectina. Un ejemplo,
la FAE-III probada sobre salvado de trigo, presenta una importante actividad especifica de 3

umol/min por mg de salvado de trigo libre de almidén (Faulds y Williamson, 1994).

Sin embargo, la mayor parte las feruoil esterasas no son capaces de liberar por si solas el
acido ferilico a partir del material polimérico de la pared celular (Kroon et al., 1999). Por lo
que es necesario que actden en forma sinérgica con otras enzimas tales como xilanasas,
arabinofuranosidasas y endoarabinanasas para facilitar la completa degradacién de la pared

celular vegetal (Faulds y Williamson, 1999).

2.3.5.1. Degradacion de la hemicelulosa de la pared celular

La actividad de las feruoil esterasas probadas a la fecha se incrementa en forma importante
con la presencia de xilanasas (Williamson et al., 1998). Las xilanasas hidrolizan los enlaces
B(1,4) del xilano, pero la accién de éstas es inhibida por los residuos de arabinosil sustituidos
en el esqueleto de xilano (Williamson et al., 1998). De esta manera las xilanasas liberan
oligosacéridos feruoilatados solubles, los cuales pueden entonces ser utilizados como sustratos
de las feruoil esterasas (Saulnier et al., 2000). Asi mismo se ha demostrado que la presencia de
las feruoil esterasas aumenta la actividad de las xilanasas sobre los arabinoxilanos
(Williamson ef al., 1998). Este tipo de interaccién sinérgica es llamada “cooperacion

reciproca”.

Ast la FAE secretada por Streptomyces Olivochromogenes libera 4cido ferdlico a partir del
meti] ferulato y en cooperacidn con xilanasas es capaz de liberar 4cido ferulico a partir del

salvado de trigo (Faulds y Williamson, 1991).
2.3.5.2. Degradacion de la pectina de la pared celular

El vegetal mas estudiado para el andlisis de la degradacién de la pectina por cinamoil esterasas

es la pulpa de remolacha. La pared celular de esta dicotiledénea contiene aproximadamente
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1% de 4cido fertlico (Saulnier y Thibault, 1999). La enzima CinnAE obtenida a partir de los
cultivos de Aspergillus niger, al actuar sobre la pulpa de remolacha azucarera solo es capaz de
liberar 0.88% del total de 4cido ferilico (Kroon y Williamson, 1996). Sin embargo, una
elevada actividad es observada con la presencia de dos enzimas (o-L-arabinofuranosidasa y
endo-arabinanasa), las cuales pueden hidrolizar los componentes de la pectina de la pared
celular. Esta interaccién sinérgica requiere la presencia de ambas enzimas, ya que cuando
estas carbohidrasas son incubadas con la pulpa de remolacha azucarera en forma individual, la

cantidad de 4cido ferilico liberado por la CinnAE no es importante (Kroon y Williamson,

1996).

2.3.6. Aplicaciones de las cinamoil esterasas y los dcidos hidroxicindmicos
En los udltimos 10 afios, se ha registrado un gran interés por la investigacion de las cinamoil

esterasas, 1o cual se debe a sus aplicaciones potenciales, éstas son:

1) Obtencidn de 4dcidos hidroxicindmicos (antioxidantes naturales)

La principal aplicacién de las cinamoil esterasas es su utilizacién para la obtencién de 4cidos
hidroxicindmicos (4cidos fenilico, caféico, p-cumadrico y sindpico) a partir de la pared celular
de diferentes vegetales, incluyendo desechos agroindustriales tales como: salvado de maiz
(Saulnier et al., 2000), salvado de trigo (Ralet et al., 1994), pulpa de remolacha azucarera
(Kroon y Williamson, 1996), extracto de malta (Bartolomé et al., 1996) y cebada (Sancho et
al., 1999). De esta manera se pueden obtener compuestos naturales, los cuales poseen

propiedades antioxidantes.

2) En la fabricacién de alimento para ganado.

En estos procesos un maximo de degradacion es necesario. Las cinamoil esterasas pueden
actuar en colaboraciéon con otras hidrolasas (xilanasas, arabinofuranosidasas y endo-
arabinanasas) para facilitar la degradacion de la pared celular vegetal, incrementando asi el

rendimiento total en azucares. (Kroon y Williamson, 1999).
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3) Como sondas de la pared celular vegetal

Las cinamoil esterasas pueden ser empleadas como sondas, a fin de elucidar la compleja
estructura de la red de polisacaridos de la pared celular vegetal (Kroon y Williamson, 1999),
proporcionando informacién a cerca de los componentes estructurales y funcionales en la

pared celular de los vegetales.

En cuanto a los 4cidos hidroxicindmicos, estos tienen importantes aplicaciones como
antioxidantes naturales. Los 4cidos ferdlico, caféico, p-cumadrico y sindpico son compuestos de
interés en diferentes dreas tales como la industria alimentaria, en cosmetologia y en medicina,
debido a la capacidad que presentan de evitar y controlar el proceso de oxidacién. Las
propiedades antioxidantes de estos 4cidos se deben a la capacidad que presentan de reaccionar

con los radicales libres para interrumpir las reacciones en cadena del proceso de oxidacién

(Auerbach y Gray, 1999).

Los lipidos contienen 4cidos grasos insaturados, los cuales reaccionan ficilmente con el
oxigeno molecular. El proceso de oxidacion llamado “autooxidacién” se desarrolla por la
reaccion en cadena de los radicales libres presentes (Latif Abd et al., 1999). El método mas
comun para controlar y detener el proceso de oxidacién de lipidos es mediante la utilizacién

de moléculas con actividad antioxidante.

Los antioxidantes naturales tales como los tocoferoles (vitamina E y derivados) y el 4cido
ascOrbico, asi como los antioxidantes sintéticos como el butilhidroxitolueno (BHT),
butilhidroxianisol (BHA) y el propilgalato (PG) son capaces de donar rdpidamente un dtomo

de hidrégeno al radical lipidico, transformandolo en un producto mds estable (Ingold, 1968).

En la industria alimentaria, se utilizan antioxidantes sintéticos como el BHT, el BHA y el PG
con el fin de reducir los procesos oxidativos. Sin embargo el uso de estos compuestos es

objeto de serias discusiones en relacion con los efectos téxicos y carcinogénicos provocados

por estos compuestos.
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Actualmente los estudios se orientan hacia la utilizaciéon en la industria alimentaria de
antioxidantes naturales tales como los dcidos hidroxicindmicos (fertlico, caféico, p-cumadrico

y sindpico) provenientes de fuentes naturales (Auerbach y Gray, 1999).

Las propiedades protectoras de los dcidos hidroxicindmicos en contra del dafio causado en la
piel por la radiacién UV, hacen de estos dcidos buenos candidatos para su exitoso uso como

protectores de radiacién UV en la fabricacién de cremas solares, lociones y cosméticos (Saija

etal., 1999).

Por otro lado, diferentes actividades bioldgicas han sido recientemente publicadas (Labat et
al., 2000) utilizando al acido caféico como una molécula modelo de los compuesto fendlico
simples. El 4cido caféico presenta varias propiedades fisiolégicas y bioldgicas in vitro e in
vivo en animales de laboratorio (Tabla 2.3), pero todavia no han sido completamente

demostradas en el ser humano.

Tabla 2.3. Actividades fisiol6gicas y biolégicas del dcido caféico, empleado como molécula modelo de los 4cidos
hidroxicindmicos.

Actividad bioldgica
Antigripal Hepatoprotector Antioxidante
Antinflamatorio Inmunoestimulante Diurético
Antiespasmédico Histamina-inhibidor Protector solar
Antiviral Antiedémico Analgésico
Citoprotector Antihemolitico Anticarcinogénico
Antitumoral Antiséptico Antimutagénico

Fuente: Labat er al., 2000

Por otro lado, el 4cido fertlico es de gran interés en la industria de los aromas. El 4cido
ferulico puede ser transformado por via microbiana (Thibault et al., 1998; Gasson et al., 1998)
para la obtencién de un compuesto de gran interés la vainilla o vainillina, obteniéndose asi una

“vainilla natural”.

En resumen, los 4cidos fenilico, caféico, p-cumdérico y sindpico por sus propiedades
antioxidantes son de gran interés para la industria alimentaria. En cosmetologia son empleados

en la fabricacién de cremas, lociones y cosméticos protectores de radiacién UV y por sus

28



Revision bibliogrdfica

propiedades antivirales y antitumorales estos compuestos son utilizados en el campo de la

medicina (Okuda et al., 1992).

Por su parte, el dcido ferdlico es igualmente un importante precursor del 4cido vainillico,

compuesto de gran interés en la industria de aromas.

24. Broductos y subproductos agricolas

En esta dltima seccidn se presenta una descripcion y la composicion quimica de los diferentes
productos y subproductos de origen agricola empleados en esta investigacién, como fuentes de
inductores de la produccién de cafeoil, feruoil y p-cumaroil esterasas. El salvado de trigo y la
pulpa de remolacha han sido empleados en investigaciones previas (Brézillon et al., 1996;
Castanares et al., 1992), en tanto que el trigo sin salvado y la pulpa de café no han sido

utilizados.

2.4.1. Eltrigo

El trigo asi como los demds cereales es una planta monocotiledénea, pertenece a la familia de
las gramineas y constituye el género Triticumm (Guerrero, 1992). El grano del trigo lleva un
embrién o germen junto a la sustancia de reserva (endospermo). Asi mismo el grano se
encuentra rodeado por tegumentos y capas de aleurona, los cuales constituyen el salvado de

trigo.

Las partes constituyentes del grano (germen, endospermo y tegumentos) estdn formados por
diferentes tejidos, variando la composicién y proporciones de cada una de ellas segin las
distintas especies de cereales. También influyen las condiciones ambientales registradas

durante el periodo de llenado y la maduracion del grano.

El almidén es el principal carbohidrato de los cereales, en el caso del trigo constituye el 64%
del peso seco del grano. La celulosa y hemicelulosa son los principales constituyentes de la
pared celular del grano y junto con la lignina representa la mayor parte de la fibra bruta.

También existen azucares libres (1-3%) y compuestos fendlicos simples, principalmente el
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4cido fertlico, localizado en pared celular del grano. La composicién quimica promedio de los

granos de trigo se presenta en la Tabla 2.4.

Tabla 2.4. Composicién promedio de los granos de trigo.

Componente (% p/p)
Proteina (N*5.7) 12.5
Grasa 2.2
Cenizas 1.9
Fibra cruda ' ’ 2.8
Carbohidratos solubles 78.6
Acido ferilico* 0.5

Fuentes: Bellido, 1991; *(Sancho et al., 2001)

En cuanto al salvado de trigo, éste presenta una mayor cantidad tanto en fibra bruta, como en
. 4cido ferilico (Tabla 2.5), con relacién al grano de trigo (Tabla 2.4). Esta diferencia en los
contenidos en fibra cruda y acidos ferilico en estos productos, constituye uno de los factores a

evaluar en la induccién de las enzimas del tipo cinamoil esterasa, en Ja presenta investigacion.

Tabla 2.5. Composicién quimica del salvado de trigo.

Componente % plp
Proteina 124
Grasa 39
Cenizas 59
Fibra cruda 11.1
Acido ferilico 0.4-0.7

Fuente: Bellido, 1991

2.4.2. Laremolacha azucarera

La remolacha (Beta wvulgaris) es una planta dicotiledénea de la familia de las
Quenopodidceas. Existen dos tipos de remolacha, la forrajera y la azucarera. Aunque la
finalidad del cultivo de la remolacha azucarera es extraer el azicar de la rafz, se obtienen

subproductos de gran importancia durante el proceso de obtencién del azicar, tales como las

melazas y la pulpa.
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2.4.3. El café

El cafeto planta tropical dicotiledénea pertenece a la familia de las Rubidceas, de la cual el
cafeto constituye el género Coffea. Se conocen alrededor de 60 especies del género Coffea de
las cuales dos son de importancia comercial: Coffea arabica y Coffea canephora. Estas dos

especies son comercialmente conocidas como “arabica” y “robusta” (Sera et al, 2000).

El fruto del cafeto tiene el mismo aspecto exterior que el de una cereza, razén por la que se le

designa como “cereza de café”. La Figura 2.13 muestra un corte longitudinal de este fruto.

Exocarpio

Mesocarpio

Embrion

Endocarpio

Figura 2.13. Corte longitudinal de una cereza de café.
Fuente: Perraud-Gaime, 1995

La pulpa de café es un subproducto generado durante el procedimiento de la via humeda para
la produccidn de café verde. La pulpa constituye el exocarpio (epidermis) y el mesocarpio. El
mesocarpio, espesa capa de tejido esponjoso de 5 mm de espesor, es rico en azdcares y

pectinas, dicho tejido rodea dos granos unidos por sus lados planos.

La composicion quimica de la pulpa de café varia de acuerdo a diferentes factores tales como:
la variedad del cultivo, la composicién del suelo, la etapa de madurez del fruto, las practicas
culturales y los tratamientos aplicados. La Tabla 2.7 muestra la composicién general de la
pulpa de café deshidratada, asi como el contenido de la pared celular en la pulpa de café y los
diferentes polisacaridos estructurales de la pared vegetal tales como hemicelulosa, celulosa y

lignina (Bressani y Braham, 1980; Delgado-Vidal, 1999; Barreto-Castro, 2001).
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Tabla 2.7. Composicién quimica de la pulpa de café.

Componente % plp

(a) (b) ()
Humedad 12.6 12.3 5.9
Proteina (N*6.25) 11.2 13.2 8.6
Azucares solubles 33.5
Carbohidratos 65.1
Fibra cruda 12.8
Pared celular 36.8
Pectinas 6.5
Lignina 17.5
Celulosa 17.7
Hemicelulosa 2.3
Cafeina 1.3 0.62 0.47
Cenizas 8.3

Fuente: Bressani y Braham, 1980 (a); Delgado-Vidal, 1999 (b); Barreto-Castro, 2001 (¢).

Por otro lado con relacién al contenido en compuestos fendlicos, la pulpa de café se diferencia
de la pulpa de remolacha, el trigo y el salvado de trigo, en el hecho de que mientras estos
productos contienen tunicamente dcidos fenélicos simples, principalmente el 4cido ferilico, la
pulpa de café presenta compuestos fendlicos pertenecientes a los fenoles simples, flavonoides

y a los taninos. La Tabla 2.8 presenta un resumen del contenido en compuestos fendlicos

determinados en la pulpa de café fresca.
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Tabla 2.8. Compuestos fenélicos presentes en la pulpa de café fresca.

Contenido
Nombre del compuesto fenolico % plp
Nombre del compuesto fendlico similar
Acido caféico 3.1-1.6
Acido clorogénico (o 4cido cafeoilquinico 0 CGA) 0.36-2.7
Acido 3-cafeoilquinico 0.02-0.14
Acido 4- cafeoilquinico 0.02-0.14
Acido 5- cafeoilquinico 0.24-0.88
Acido 3,4-dicafeoilquinico
(Acido 3 ,4-isoclorogénico) 0.57
(Acido 3,5- isoclorogénico) 1.93
(Acido 4,5- isoclorogénico) 0.44
Acido fertlico 0.1
Acido p-cumérico Cantidad no
determinada
Acido protocatéquico 0.02-0.7
Acido sindpico**
Catequina 0.22
Epicatequina 0.2-0.44
Flavonoides 2.8-4.0
Leucoantocianidinas
Proantocianidinas
Taninos 1.8-8.6

Galotaninos*(taninos hidrolizables)
Elagitaninos*(taninos hidrolizables)

Fuente: Labat er al., 2000
* = No confirmado
** = presente en el cafeto

No obstante las informaciones recientes, la totalidad de los compuestos fendlicos de la pulpa

de café se encuentran lejos de ser.determinados con precisién y las cifras reportadas en la

literatura varian.

La pulpa de café ha sido empleada para la obtencién de enzimas tales como pectinasas y

celulasas (Favela et al., 1989; Perraud-Gaime et al., 2000). El contenido en pectina,

hemicelulosa y lignina (Tabla 2.7), asi como de compuestos fenolicos principalmente 4cidos

clorogénicos (CGA) y 4cido caféico (Tabla 2.8), sugiere que la pulpa de café puede ser un

sustrato adecuado para la obtencién de enzimas del tipo cinamoil esterasa.
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Justificacion

3. JUSTIFICACION

De acuerdo a lo reportado en la bibliografia, diferentes fuentes de carbono han sido utilizadas
en la induccién de enzimas del tipo cinamoil esterasas, dichas fuentes pueden ser clasificadas
de la siguiente forma: 1) compuestos que se caracterizan por su contenido en arabinoxilanos y
ausencia de acidos hidroxicindmicos como el xilano de avena; 2) compuestos con alto
contenido de hemicelulosa (principalmente en forma de arabinoxilanos) y dcido ferilico como
unico 4cido hidroxicindmico, como el salvado de trigo y la paja de avena; 3) compuestos con
alto contenido en pectina y acido fertilico también como unico hidroxicinamato, como la pulpa
de remolacha azucarera; 4) compuestos con alto contenido en arabinoxilanos y celulosa, asi
como &cidos ferdlico y p-cumdrico, como pastos de las Bermudas (Coastal Bermuda grass) y

finalmente 5) la celulosa, utilizada en forma de producto comercial.

La cinamoil esterasa mas citada en la literatura es la feruoil acido esterasa (FAE). La cual es
inducida al utilizar el xilano de avena, la paja de avena, el salvado de trigo, la pulpa de
remolacha y la celulosa en el medio de cultivo de Aspergillus niger CBS 120.49, Aspergillus
awamori IMI 142717, Penicillium pinophilum CMI 87160ii, Aspergillus niger CS 180
(enzima denominada como CinnAE) y Neocallimastix MC-2 respectivamente. La FAE ha sido
ampliamente estudiada y caracterizada mediante el empleo de diferentes sustratos enzimaticos
como el metil ferulato y oligosacéridos feruloilatados. Otra cinamoil esterasa estudiada aunque
en menor grado es la p-cumaroil esterasa (p-CAE), obtenida al utilizar la paja de avena, el
salvado de trigo y la hierba costera de Bermudas (Coastal Bermuda grass), como fuentes de
carbono en el medio de cultivo de Aspergillus awamori IMI 142717, Penicillium pinophiium y
Neocallimastix MC-2 respectivamente. La p-CAE esterasa ha sido también caracterizada con

sustratos similares a los utilizados para la feruoil esterasa.

Sin embargo, una cinamoil esterasa que ha sido poco estudiada es la cafeoil dcido esterasa
(CAE). Solamente Aspergillus niger CS 180 es reportada con la capacidad producir una
cinamoil esterasa (CinnAE), al utilizar la pulpa de remolacha azucarera en el medio de cultivo.
Esta enzima presenta una importante "actividad sobre el metil cafeato. En algunas

investigaciones esta actividad ha sido cuantificada utilizando como en el caso anterior al metil
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cafeato como sustrato enzimético, mientras que en otras investigaciones esta actividad

simplemente no ha sido medida.

Dada la poca informacién con relacién a la actividad cafeoil esterasa reportada en la literatura
y dada la importancia de esta enzima para la liberacién de un importante antioxidante y
anticarcinogénico natural como el 4cido caféico, se propone la presente investigacion. La cual
busca contribuir de manera particular al estudio de la cafeoil dcido esterasa, utilizando a
Aspergillus awamori NRLL 3112. Esta cepa fue seleccionada en esta investigacién por su
capacidad de utilizar al xilano de avena como inductor de la produccidén de cafeoil esterasa I

(CAE-]), utilizando al 4cido clorogénico como sustrato enzimatico.

Asi mismo y dado que sustratos como el xilano de avena, el salvado de trigo, el trigo sin
salvado y la pulpa de remolacha no han sido utilizados en el medio de cultivo de Aspergillus
awamori para la produccién de cafeoil, feruoil, y p-cumaroil esterasas, se propone su estudio.
Igualmente se propone el estudio de otras dos fuentes de carbono no reportadas en la literatura
el trigo sin salvado y la pulpa de café en la produccion de dichas actividades. El trigo
desprovisto de salvado es utilizado a fin de evaluar la falta de un componente rico en
arabinoxilanos y en acido fenilico como es el salvado de trigo, en la produccién de las
cinamoil esterasas buscadas. En cuanto a la pulpa de café, ésta fue seleccionada ya que
contiene principalmente pectina y lignina como componentes estructurales de la pared celular,
lo cual sugiere que este subproducto pueda ser un sustrato para la produccién de cafeoil,
feruoil y p-cumaroil esterasas. Asf mismo a diferencia de los compuestos utilizados en
investigaciones previas, la pulpa de café contiene dcido caféico y 4cidos clorogénicos los
cuales han sido escasamente estudiados en los niveles de produccién de las enzimas cafeoil,

feruoil y p-cumaroil esterasas.

Por otro lado en cuanto a la actividad cafeoil esterasa, se propone el empleo de dos ésteres de
cafeato diferentes, como sustratos para la medicién de las actividades cafeoil esterasa. Estos
son el metil cafeato que ha sido poco estudiado y el 4cido clorogénico, escasamente utilizado

para la medicién de la actividad cafeoil esterasa.
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De esta manera esta investigacién esta dirigida a evaluar el efecto del xilano de avena,
salvado de trigo, trigo sin salvado, pulpa de remolacha y pulpa de café como fuentes de
inductores sobre la produccién de cafeoil I, cafeoil-II, feruoil y p-cumaroil esterasas por
Aspergillus awamori NRRL 3112, empleando los siguientes sustratos enzimdticos: dcido

clorogénico, metil cafeato, metil ferulato y metil p-cumarato respectivamente..

En esta forma el presente trabajo busca contribuir al estudio de las enzimas del tipo cinamoil
esterasas. A fin de permitir su aplicacién, es decir la liberacién de antioxidantes y
anticarcinogénicos naturales como los 4cidos caféico, ferilico y p-cumdrico a partir de

productos y subproductos agricolas, como el salvado de trigo, la pulpa de remolacha y la pulpa

de café.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Evaluar el efecto de diferentes fuentes de carbono sobre la produccién fingica de cafeoil 4cido
esterasa I (CAE-]), cafeoil acido esterasa II (CAE-II), feruoil 4cido esterasa (FAE) y p-

cumaroil dcido esterasa (p-CAE).

4.2. Objetivos especificos

4.2.1. Establecer una técnica analitica para la medicién de las actividades CAE-I, CAE-
II, FAE y p-CAE, utilizando los siguientes_ sustratos enzimdticos: éacido

clorogénico, metil cafeato, metil ferulato y metil p-cumarato respectivamente.

4.2.2. Seleccionar al menos una cepa flingica capaz de utilizar al xilano de avena como

inductor de la produccidn de cafeoil esterasa 1.

4.2.3.  Evaluar los tipos de sustrato: tipo cereal, pulpa de remolacha y pulpa de café que
presenten los mayores niveles sobre la produccién de cafeoil esterasa I, cafeoil

esterasa Il, feruoil esterasa y p-cumaroil esterasa.
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1. Fuentes de inductores probadas
Todas las fuentes de inductores empleadas a excepcién del xilano de avena fueron sometidas a

un proceso de molienda, el didmetro promedio de las particulas es indicada en cada caso.
1) Xilano de grano de avena espelta (Oat Spelt Xylan, OSX), (Fluka, Biochemika).

2) Trigo precocido sin salvado (producto comercial de origen francés: Ebly).

Diadmetro promedio de las particulas: 0.015 mm.

3) Salvado de trigo (subproducto de origen francés).

Didmetro promedio de las particulas: 2 mm.

4) Pulpa de remolacha azucarera deshidratada (subproducto de origen francés).
Proporcionada por Agro-Industrie Recherches et Développements (ARD). Pomacle
(France).

Didmetro promedio de las particulas: 2 mm.

5) Pulpa de café fresca y liofilizada (Coffea arabica, subproducto proveniente del estado de

Veracruz, México).

Didmetro promedio de las particulas: 0.015 mm.
6) Pulpa de café ensilada y liofilizada (Coffea arabica, subproducto proveniente de los silos

ubicados en el estado de Veracruz, México.).

Diadmetro promedio de las particulas: 0.015 mm.
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5.2. Microorganismos

Las siguientes cepas fungicas fueron utilizadas:

1) Pencillium commune V33A25. Cepa aislada del café. Coleccién: Universidad Auténoma

Metropolitana-Iztapalapa, México D.F./Institut de Recherche pour le développement, Francia).

2) Aspergillus niger Aa20. Coleccion: Universidad Auténoma Metropolitana-Iztapalapa,

Meéxico D.F./Institut de Recherche pour le développement, Francia).

3) Aspergillus awamori NRRL3112. Coleccién: Agricultural Research Service Culture

Collection.

5.3. Conservacion de las cepas
La conservacidon de Aspergillus awamori NRRL 3112, Pencillium commune V33A25 y
Aspergillus niger Aa20 se realiz6 mediante tubos de almacenamiento Cryoblock (conservacion

a largo plazo mediante “bead storage system”, Technical Service Consultants Limited).

El procedimiento para la conservaciéon fue el mismo para las tres cepas. Cada cepa fue
inoculada en 3 matraces de 250 mL conteniendo 30 mL de medio Papa Dextrosa Agar (PDA).
Se incub6 a 30°C, durante 5 dias,-una vez que la cepa esporuld, se procedié a la cosecha de las
esporas, utilizando 15 mL de solucién fisioldgica estéril con tween 80 (0.01%). La solucién
fisiolégica conteniendo las esporas de los 3 matraces fue repartida en tubos de Eppendorf, los
cuales fueron centrifugados a 10000 g durante 7 min, enseguida el sobrenadante fue desechado
y las esporas localizadas en el fondo de los tubos Eppendorf fueron recuperadas y depositadas
en condiciones estériles en un tubo de almacenamiento Cryoblock, el cual fue almacenado a -

20°C.
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5.4. Propagacion de las cepas

La propagacién de Aspergillus awamori NRRL 3112, Pencillium commune V33A25 'y
Aspergillus niger Aa20 fue efectuada utilizando esferas de los tubos de almacenamiento
Cryoblock. El procedimiento fue el mismo para cada una de las cepas. La primera réplica fue
realizada en matraces de 250 mL conteniendo 30 mL de medio PDA. El medio inoculado con
una esfera del tubo de almacenamiento Cryo-block fue incubado a 30°C durante 5 dias, una
vez obtenida la esporulacion, una segunda réplica fue efectuada en PDA. Para la inoculacién

de las esporas al medio de cultivo, la segunda réplica fue sisteméticamente utilizada.

5.5. Preparacion del cultivo

5.5.1. Suspension de esporas

La segunda réplica de la cepas Aspergillus awamori NRRL 3112, Pencillium commune
V33A25 y Aspergillus niger Aa20 fue utilizada. La recuperacién de esporas se realiz6 con la
adicién de 30 mL de agua estéril con Tween 80 (0.01%), mediante la ayuda de un agitador
magnético. La suspensién de esporas obtenida fue vaciada sucesivamente a uno o mds
matraces conteniendo esporas a fin de concentrar la suspensién. El conteo de esporas fue

efectuado en una camara de Malasses.
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5.5.2. Composicion del medio de cultivo

La composicion del medio de cultivo fue la siguiente: fuente de carbono (concentracion segiin
la Tabla 5.1), glucosa (10 g/L), extracto de levadura (0.5 g/L) tartrato de diamonio (1.842 g/L),
KH,PO, (0.2 g/L), CaCl,-2H,0 (0.0132 g/L)), MgSO,-7H,0 (0.5 g/L) y Tween 80 (0.05 g/L).

Tabla 5.1. Fuentes de carbono inductoras provenientes de plantas monocotiledéneas y dicotiledéneas.

Fuentes de inductores: Concentracion
(% pIv)

Material proveniente de plantas

monocotiledéneas:

Xilano de avena 1.5

Xilano de avena con 1.5

adicién de dcido ferdlico 0.03

Trigo 1.5

Salvado de trigo 1.5

Material proveniente de plantas

dicotiled6neas:

Pulpa de remolacha azucarera 1.5

Pulpa de café fresca y liofilizada 1.5

Pulpa de café ensilada y liofilizada 1.5

Pulpa de café ensilada y liofilizada 0.5

En todos los cultivos se utiliz6 una concentracion de 1.5% p/v, salvo para la pulpa de café
ensilada y liofilizada, en donde una concentracién de 0.5% p/v fue también probada. Esta baja
concentraciéon en pulpa de café ensilada, se utilizd considerando que los productos de
fermentaci6n del ensilaje, tales como los dcidos ldctico y acético, podrian ser téxicos para el
crecimiento de Aspergillus awamori y en consecuencia disminuir la produccién de las enzimas

del tipo cinamoil esterasas.

El 4cido ferdlico fue adicionado con la finalidad evaluar su efecto en los niveles de produccién

de las actividades cinamoil esterasas buscadas.
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5.5.3. Preparacion del medio e inoculacion

Los cultivos fueron realizados en matraces de 500 mL bafleados. El volumen de medio por
matraz fue de 100 mL. Dentro de cada matraz fue agregada la fuente de inductor indicada
(Tabla 5.1), 1 g de glucosa y 85 mL de agua MilliQ. Esta mezcla fue esterilizada a 110°C

durante 30 min.

Por separado, fueron preparadas soluciones madre de cada uno de los constituyentes, las cuales
fueron esterilizadas a 110°C durante 30 min. En condiciones estériles fueron agregados a cada
matraz de 500 mL cada uno de los constituyentes, en el volumen necesario para tener en el
medio de cultivo la concentracién antes indicada. Una vez incorporados todos los
constituyentes, se adiciono la cantidad de suspension de esporas necesaria para tener una
concentracién de 4x10% esporas/mL de medio de cultivo. Los cultivos fueron incubados a

30°C, con agitacién (120 rpm).

Para el caso en que se utilizé en el medio de cultivo la combinacién xilano de avena y dcido
fertlico, 3 mL de una solucién (10 mg/mL) de 4cido ferilico, previamente filtrada por una
membrana (.22 pm fue agregada al medio de cultivo antes o después de la adicion del resto de
los constituyentes, obteniendo asi una concentracién final en el medio de 0.03% p/v en 4cido
ferilico y 1.5% p/v en OSX (Tabla 5.1). La preparacién de la solucidn de acido fertilico se

realiz6 de la siguiente forma:

Preparacién de 100 mL de solucién de 4cido fertilico 10 g/L.

1 g de 4cido fertlico fue agregado en 50% (50 mL) del volumen total de la solucién a preparar.
Con ayuda de un agitador magnético, fue agregada lentamente gota a gota una solucién de
NaOH (30%) hasta llegar a un pH de 7.2, alcanzando as{ la disolucién total de &cido ferilico.
La solucién fue aforada hasta alcanzar el volumen final. Enseguida la solucién fue filtrada por
una membrana de 0.22 um y recuperada en un frasco dmbar lista para su utilizacién. La

solucién de dcido ferulico puede ser conservada en refrigeracién durante 2 meses.
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5.6.- Obtencion del sobrenadante
Cada dia, 3 mL del medio de cultivo fueron retirados y colectados en tubos Eppendorf de 1.5
mL. El micelio fue separado por centrifugacion a 12000 g a 4°C, después el sobrenadante fue

filtrado por una membrana de 0.22 pm y enseguida fue analizado.

5.7. Técnicas analiticas
5.7.1. Conteo de esporas
Para el conteo de esporas se utiliz6 una cdmara de Malassez y un microscopio Olympus CH2,

el niimero de esporas fue calculado utilizando la siguiente férmula:

Numero de esporas /mL = (promedio de esporas de los 25 cuadros)* (1X10°)*(dilucién)

5.7.2. Medicion de las actividades cinamoil esterasas por espectrofotometria en el UV

Para la medicién de las actividades cafeoil I, cafeoil II, feruoil y p-cuméroil esterasas se
desarrollo una técnica analitica por espectrofotometria en el ultravioleta. Dicha técnica se
presenta en la seccioén 6.1 de resultados y discusiones. Los compuestos utilizados para este
procedimiento se presentan en la Tabla 5.2. Para las mediciones de absorbancia se utilizé un
espectrofotémetro Shimadzu UV-160A con margen de variacién de 2 nm y con control de

temperatura a 37°C.

Tabla 5.2. Compuestos empleados en el desarrollo de la técnica para la medicién de las actividades cinamoil
esterasas.

Actividad cinamoil esterasa Sustrato Producto

(CAE-]) Acido clorogénico (CGA)? Acido caféico ©
(CAE-ID Metil cafeato (MCA)® Acido caféico
(FAE) Metil ferulato (MFA)® Acido fertlico ©
(p-CAE) Metil p-cumarato (MpCA)®  Acido p-cumérico ©

aSigma, Chemical; bApin Chemicals, UK “Fluka BioChemika

En la medicién de las actividades cafeoil 1, cafeoil II, feruoil y p-cumaroil esterasas se

prepararon soluciones de los sustrato correspondientes (Tabla 5.2) a una concentracién de
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1.18 mM utilizando como amortiguador el 4cido 3-morfolino-propanosulfénico (MOPS, Fluka
BioChemika) a 100 mM y pH 6. Cada sustrato fue disuelto previamente en etanol (500 pL de
etanol para un volumen final de 50 mL de la solucién 1.18 mM). Las soluciones fueron
guardadas en frascos, protegidas de la luz y conservadas en refrigeracion hasta su utilizacién.
Las soluciones de sustrato pueden ser almacenadas hasta por 2 meses en refrigeracion. La
cuantificacion de las actividades cafeoil I, cafeoil II, feruoil y p-cumaroil esterasas se realiz6

de acuerdo al procedimiento establecido en la seccién 6.1.

5.8. Estrategia experimental

5.8.1. Seleccion de la cepa

El criterio de seleccidn, se basa en la capacidad de utilizar el xilano de avena como inductor de
la cafeoil esterasa I. Dado que los géneros de Aspergillus y Penicillium son reportados con la
capacidad de prodﬁcir enzimas del tipo cinamoil esterasa, 2 cepas del primer género y una del

segundo fueron utilizadas.

De esta manera las siguientes cepas fueron estudiadas considerando asi mismo las siguientes
caracteristicas: Penicillium commune V33A25, la cual es capaz de producir pectinasas y de
utilizar la cafeina como fuente de nitrogeno; Aspergillus niger Aa-20, capaz de producir tanasa
y Aspergillus awamori NRRL 3112, estudiada por la capacidad de esta especie de producir

cinamoil esterasas.

Para la seleccién se efectuaron cultivos por triplicado para cada una las 3 cepas, utilizando al
xilano de avena (1.5% p/v) como inductor. La actividad cafeoil esterasa I se midié utilizando

al 4cido clorogénico como sustrato enzimatico.

5.8.2. Efecto de la fuente de carbono sobre la produccién de cafeoil, feruoil y p-cumaroil
esterasas por la cepa seleccionada, Aspergillus awamori NRRL 3112

A fin de evaluar efecto de la fuente de carbono en las actividades cafeoil I, cafeoil II, feruoil y
p-cumaroil esterasas, 8 cultivos fueron realizados. Las fuentes de carbono utilizadas se pueden

clasificar para su'estudio en 5 grupos:
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A) Producto con alto contenido en arabinoxilanos y ausencia de acidos hidroxicinamicos:
1) Xilano de avena |
B) Productos con alto contenido en arabinoxilanos y 4cido ferilico como nico
hidroxicinamato:
2) Xilano de avena + dcido ferulico
3) Salvado de trigo
C) Producto con bajo contenido en arabinoxilanos y en 4cido fertlico:
4) Trigo sin salvado
D) Producto con alto contenido en pectina, celulosa y 4cido ferdlico como unico
hidroxicinamato:
5) Pulpa de remolacha azucarera
E) Productos con pectina y alto contenido eﬁ celulosa, lignina, acido clorogénico y caféico.
6) Pulpa de café fresca
7) Pulpa de café ensilada
8) Pulpa de café ensilada (0.5% p/v)

Los 8 cultivos fueron realizados por triplicado. Las 4 actividades cinamoil esterasa: cafeoil I,

cafeoil II, feruoil y p-cumaroil fueron medidas en el sobrenadante proveniente de cada uno de

los 8 cultivos realizados.

5.9. Expresion de resultados

Las actividades cafeoil I, cafeoil 1II, feruoil y p-cumaroil esterasas se encuentran expresadas
como actividad volumétrica (U/mL). La actividad es multiplicada' por 10°, 1o cual proporciona
la cifra indicada en el eje de actividad de las figuras. Una unidad de actividad enzimética se
define como la cantidad de enzima necesaria para liberar 1 pmol de producto (4cido caféico,

acido ferdlico y 4cido p-cumdrico) por minuto a 37°C y pH 6.

La productividad (P) es obtenida al dividir el valor mdximo de actividad cinamoil esterasa

correspondiente, entre ¢l tiempo (dias) necesario para alcanzar dicha actividad.
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5.10. Analisis estadistico

Para el tratamiento estadistico de los datos se utilizé el programa SPSS-9. Un analisis de
varianza fue efectuado entre las diferentes fuentes de carbono utilizadas para la induccién de
las actividades cafeoil 1, cafeoil I, feruoil y p-cumaroil esterasas. Para la comparacién entre las
diferentes fuentes de carbono empleadas en la induccién de cada una de las 4 actividades
mencionadas, se utilizé la prueba de comparaciones multiples de Tukey. Tanto en el ANOVA

como en la prueba de Tukey, el nivel de significancia utilizado fue de 0.05.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Establecimiento de una técnica de cuantificacion de actividad enzimatica con la
medicion simultanea de sustrato y producto por espectrofotometria en el UV

Para la medicién de las actividades cafeoil I, cafeoil II, feruoil y p-cumaroil esterasas se
establecié una técnica analitica por espectrofotometria en el ultravioleta. Enseguida se

presenta el principio y el procedimiento matemaético empleados.

6.1.1. Principio y procedimiento matematico

La técnica se basa en el andlisis de dos componentes en una mezcla, mediante el
planteamiento y resolucion de dos ecuaciones simultdneas para cada una de las actividades
enzimadticas. Por lo que 8 ecuaciones fueron planteadas. En dichas ecuaciones las incégnitas

son la concentracion de sustrato que se consume (C,) y la concentracién de producto formado

(C,). El sistema de ecuaciones relaciona absorbancias (A) y coeficientes de extincién molar o

absortividades (€) de los componentes de 1a mezcla a analizar.

Para el planteamiento del sistema de ecuaciones, se considera que ambos compuestos siguen la

ley de Beer y que las absorbancias son aditivas (Ayres, 1970).

Ley de Beer: A= &bC ... )

Donde:

A, es ]a absorbancia a una determinada longitud de onda ())

g, es el coeficiente de extincién molar o absortividad [=] mM'cm™
b, es la longitud de 1a celda (1 cm)

C, es la concentracién [=] mM
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Considerando que en la mezcla de reaccidn, las absorbancias son aditivas. Se plantea el

siguiente sistema de ecuaciones para cada una de las actividades enzimaéticas:

A= EDuC F ECorn (2)

A;\z = (81)}\2 Cl + (82);\’2C2 ....................................... (3)

Donde:

A1y A2 = Longitudes de onda de absorcién maxima de los componentes 1 y 2.

A, = Valor de absorbancia total de la mezcla a )1
A,, = Valor de absotbancia total de la mezcla a )2
(€, = Coeficiente de extincién molar del componente 1 a 3,
(€, = Coeficiente de extincién molar del componente 1 a ),
(&,)y,; = Coeficiente de extincién molar del componente 2 a ),
(€, = Coeficiente de extincién molar del componente 2 a j,

C, y C, = Concentraciones de los componentes 1 y 2

El célculo de los coeficientes de extincion molar (€) de los dos componentes a las

dos longitudes de onda méaximas de cada componente se efectiia a partir de la ecuacioén (1). De

esta manera se tiene:

Em = AIM/Cl ................... (4) (82)11 = AZM/CZ ................... (6)

EDn=ARSCy (5) E2=An/Cor N

Donde:

g,= Coeficiente de extincién molar del componente 1
£,= Coeficiente de extincién molar del componente 2
Ay, = Absorbancia del componente 1 a &,

A, = Absorbancia del componente 1 a A,

Ay, = Absorbancia del componente 2 a A,

Ay, = Absorbancia del componente 2 a A,
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La resolucién del sistema de ecuaciones 2 y 3 da como resultado las siguientes ecuaciones:

C = (82)/12 Au~ (82),11 Av (8) C, = (81)/11 A~ (81 )/12 An )

B (81 )111(82 ),12 _(82)11 (81)/12 B (81)/11 (82),12 —(*‘32),11 (81 ),12

Los valores de coeficientes de extincién molar calculados, son sustituidos en las ecuaciones 8
y 9, teniendo asi las ecuaciones que permiten el cdlculo de la concentracion de sustrato

consumido (C,) y de producto formado (C;) en una muestra problema.

6.1.2. Establecimiento de la técnica
Para determinar el par de ecuaciones que permitan conocer la concentracién de sustrato (C,) y
de producto (C,) para cada una de las actividades enzimdticas, se utilizaron los compuestos

(componentes) mostrados en la Tabla 6.1.

Tabla 6.1. Componentes empleados en la determinacion de las ecuaciones para el cilculo de la concentracion de
sustrato y de producto de cada actividad cinamoil esterasa.

Actividad cinamoil esterasa Componente 1 = sustrato Componente 2 = producto
Cafeoil I (CAE-I) Acido clorogénico (CGA) Acido caféico

Cafeoil II (CAE-II) Metil cafeato (MCA) Acido caféico

Feruoil (FAE) Metil ferulato (MFA) Acido ferdlico
p-Cumaroil (p-CAE) Metil p-cumarato (MpCA) Acido p-cumirico

La primera etapa del establecimiento de la técnica, consiste en la determinacion de las

longitudes de onda méximas de cada componente, para lo cual se efectuaron los espectros de

absorcién de cada componente.
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Se partié6 de soluciones madre de cada componente a una concentracién de 1.18 mM,

utilizando como amortiguador al dcido 3-morfolino-propanosulfénico (MOPS) a 100 mM y

pH 6. Para realizar los espectros de absorcién cada solucién fue diluida a las siguientes

concentraciones: C; = 0.0236 mM y C, = 0.0295 mM para los componentes 1 y 2

respectivamente. Los espectros de absorcién (Figura 6.1), muestran los valores de longitud de

onda maximas (Améax) de absorcion.

Absorbancia (A)

Absorbancia (A)

Acido clorogénico - Acido caféico

05 ]
0.4 4
03 4
0.2 4
0.1 ]
0 v v — v - v
.200 230 260 290 320 350 380 410
Longitud de onda (nm)
Acido clorogénico, lamda méx 325 nm
------- Acido caféico, tamda max. 280 nm
Metil p -cumarato - Acido p -cumdrico
t

200 230 260 290 320 350 380
Longitud de onda (nm)

Metil p-cumarato, lamda méx. 310 nm

~~~~~~~ Acido p-cumdrico, lamda méx. 285 nm

Absorbancia (A)

Absarbancia (A)

Metil cafeato - A cido caféico

0.5

200 230 260 290 320 350 380 410

Longitud de onda (nm)

Metil cafeato,lamda mdx. 320 nm

,,,,,,, Acido caféico, lamda max. 280 nm

Metil ferulato - Acido ferdlico

200 230 260 290 320 350 380 410

Longitud de onda (nm)

Metil ferulato, lamda méx. 320 nm

------- Acido ferilico, lambda m 4x. 285 nm

Figura 6.1. Espectros de absorcién de los 4cidos libres y esterificados empleados para la determinacién de las
diferentes actividades cinamoil esterasas.

La segunda etapa consiste en el cédlculo de los coeficientes de extincién molar de cada

componente, utilizando las formulas 4,5,6 y 7.
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Los valores de longitud de onda méaximas (Améx) de absorcién de los &cidos libres y
estérificados, asi como los coeficientes de extincién molar (¢) calculados se muestran en la

Tabla 6.2. Los valores obtenidos coinciden con los reportados por Faulds y Williamson, 1994.

Tabla 6.2. Longitudes de onda méaximas de absorcién (Amdx) y coeficientes de extincién molar (€) determinados
siguiendo la ley de Lambert y Beer.

Actividad Sustrato Amax de absorcién’ € (mM'lcm'l)*
Producto (nm)
Cafeoil esterasa I Acido clorogénico (CGA) 325 16.65
280 11.74
Acido caféico 325 9.89
280 16.24
Cafeoil esterasa II Metil cafeato (MCA) 320 16.86
280 12.03
Acido caféico 320 13.60
280 16.07
Feruoil esterasa © Metil ferulato (MFA) 320 17.75
285 12.03
Acido ferdlico 320 13.49
285 15.93
p-Coumaroil esterasa Metil p-cumarato (MpCA) 310 24.05
285 18.14
Acido p-cumérico 310 12.10
285 18.27

Valores determinados a pH 6 en amortiguador MOPS 100mM

Los coeficientes de extincién molar son sustituidos en las ecuaciones 8 y 9. Obteniendo asi las
ecuaciones que se presentan en la Tabla 6.3, las cuales permiten cuantificar las 4 actividades
enzimaticas. Estas ecuaciones fueron validadas mediante la simulaciéon de mezclas de

reaccion, usando diferentes concentraciones de sustrato y producto.

Dado que el sobrenadante de la muestra problema presenta absorbancia a las longitudes de
onda de medicién de las distintas actividades, es necesario realizar la correccién de la
absorcién por el sobrenadante. Por lo que al valor de absorbancia total registrado en la muestra
a cada una de las longitudes maximas de absorcién de los dos componentes, debe ser restado

el valor de absorbancia del sobrenandante en cada longitud de onda méaxima.
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Acyi = Am - Asy

Acyy = Amz - Asny
Donde:

Acy; = Absorbancia corregida a A,

Ac;y; = Absorbancia corregida a A,

Amn = Absorbancia de la muestra a A,

Am2 = Absorbancia de la muestra a A,

Asy; = Absorbancia del sobrenadante de 1a muestra a A,

Asy, = Absorbancia del sobrenadante de 1a muestra a A,

Una vez hecha esta correccién, las ecuaciones presentadas en la Tabla 6.3 pueden ser
utilizadas para el calculo de la concentracién de sustrato consumido o de producto formado

para cada una de las reacciones enzimaticas:

Tabla. 6.3. Ecuaciones utilizadas en el cdlculo de la concentracién de sustrato consumido y de producto formado
para la determinacidn de las actividades cafeoil I, cafeoil 11, feruoil y p-cumaroil esterasas.

Actividad Ecuaciones

Cafeoil esterasa 1 Acido clorogénico — Acido caféico
C1=(16.24*Acsys — 9.89%Ac240)/154.26
Cy=(16.65*Acy50— 11.74*Ac3,5)/154.26
Cafeoil esterasa 11 Metil cafeato - Acido caféico
C1 = (16.07%Acs0 — 13.6%Acyg0)/107.39
C, = (16.86*Acag0 — 12.03*Ac;20)/107.39
Feruoil esterasa Metil ferulato —Acido ferdlico
C; = (15.93*Acsy — 13.49*%Acys5)/120.49
C, = (17.75*Acss — 12.03*Acsy0) /120.49
p-Cumaroil esterasa Metil p-cumarato —Acido p-cumérico
Ci = (18.27%Acs10— 12.10%Acys5)/219.5
C, = (24.05%Acygs — 18.14*Ac30)/219.5

C, = Concentracién de sustrato consumido {=] mM; C, = Concentracién de producto formado [=] mM; Ac =
Absorbancia corregida a la longitud de onda indicada

Cada par de ecuaciones presentados en la Tabla 6.3 permite calcular la concentracién de
sustrato y de producto en un tiempo de la reaccién. La cinética es seguida durante 5 minutos,

permitiendo asi el cdlculo de la pendiente (-dS/dt 6 dP/(it) la cual proporciona la velocidad de
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la reaccién. El componente utilizado para la medicién de la actividades enzimaticas fue el
producto. Por lo que 1 U de actividad enzimética se define como la cantidad de enzima
necesaria para liberar 1 pmol de producto (4cido caféico, 4cido fertlico y 4cido p-cumérico)

por minuto a 37°C y pH 6.

De esta manera las diferentes actividades cinamoil esterasas se midieron utilizando las

longitudes de onda presentadas en la Tabla 6.4.

Tabla 6.4. Longitudes de onda empleadas en la medicién de las actividades cinamoil esterasas.

Actividad Sustrato-producto Longitud de onda (nm)
Cafeoil esterasa 1 Acido clorogénico 325
Acido caféico 285
Cafeoil esterasa I1 Metil cafeato 320
Acido caféico 285
Feruoil esterasa Metil ferulato 320
Acido ferilico 285
p-Cumaroil esterasa Metil p-cumarato 310
Acido p-cumdrico 285

6.1.3. Sistema de reaccion

Los componentes y las cantidades necesarias para llevar a cabo la reaccién enzimadtica se
indican en la Tabla 6.5. El amortiguador y el sobrenadante correspondiente fueron incubados a
37°C, la reaccién fue iniciada con la adicidon de la cantidad de sustrato indicada. La cinética
fue seguida en funcién del tiempo durante 5 min, a las longitudes de onda correspondientes

tanto para el sustrato como para el producto de la actividad enzimatica a medir (Tabla 6.4).

Para el sistema de reaccién, en donde se utiliza el sobrenadante proveniente de los cultivos que
contienen pulpa de café, se utiliza una menor cantidad del mismo, esto debido a que la

interferencia en la absorbancia es mayor que la que proporcionan el resto de los

sobrenadantes.
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Tabla 6.5. Sistema de reaccién para la medicién de la actividad enzimadtica.

Componente A B

Amortiguador 2944 1 3144 ul
Sobrenadante 300 ul 100 pl
Sustrato a 1.18 mM 56 ul 56 ul

A: Con los sobrenadantes provenientes de los medios de cultivo que contienen el trigo, el salvado de trigo, la
pulpa de remolacha, el xilano de avena y el xilano de avena con adicién de dcido ferilico.

B: Con los sobrenadantes provenientes de los medios de cultivo que contienen la pulpa de café fresca y ensilada.

6.2. Seleccion de la cepa
Penicillium commune V33A2S, Aspergillus niger Aa20 y Aspergillus awamori NRRL 3112
fueron cultivadas utilizando al xilano de avena (OSX) como inductor de la produccién de

cafeoil esterasa I (CAE-I), la duracién de los cultivos para las tres cepas fue de 12 dias.

Unicamente en el caso de Aspergillus awamori NRRL 3112, los arabinoxilanos provenientes
del OSX indujeron la producciéon de CAE-I, cuya actividad fue medida utilizando al 4cido
clorogénico como sustrato enzimitico. La actividad méxima alcanzada fue de 2.13x10”U/mL.
Mientras que en los sobrenadantes provenientes de los cultivos de Penicillium commune
V33A25 y de Aspergillus niger Aa20, no se detectd la producciéon de CAE-I durante el tiempo
de cultivo (Tabla 6.6).

Tabla 6.6. Actividad cafeoil esterasa I

Cepa Actividad cafeoil esterasa I
10°U/mL
Penicillium commune V33A25 N.D.
Aspergillus niger Aa20 N.D.
Aspergillus awamori NRRL 3112 2.13

N.D. No detectada
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La cinética de produccién de cafeoil esterasa I por Aspergillus awamori NRRL 3112 se
presenta en la Figura 6.2. La actividad CAE-] inicia en el 4 dia de cultivo, alcanzando su valor

maximo en el dia 8.
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Figura 6.2. Producci6n de cafeoil esterasa I (#) por Aspergillus awamori NRRL 3112, utilizando 1.5% p/v de
xilano de avena como inductor. La actividad fue medida utilizando al 4cido clorogénico.

En la literatura no existen trabajos que reporten el uso del OSX como fuente de carbono
inductora de la produccién de cafeoil esterasa, empleando al dcido clorogénico como sustrato
enzimdtico. Asf mismo el dcido clorogénico ha sido escasamente utilizado en la méd-icién de
la actividad cafeoil esterasa. Recientemente Couteau et al. (2001) reportan el empleo de este
dcido en la medicion de la actividad cafeoil esterasa, utilizando el extracto enzimatico
obtenido a partir de bacterias aisladas del intestino humano (Escherichia coli, Bifidobacterium

lactis y Lactobacillus gasseri).

Por otro lado un vélor semejante de actividad cafeoil esterasa al obtenido con Aspergillus
awamori NRRL 3112 fue reportado por Faulds y Williamson (1996), con la diferencia de que
en ese trabajo el sustrato enzimdtico utilizado fue el metil cafeato. En dicha investigacién una
cepa de Aspergillus niger fue crecida utilizando también al xilano de avena como fuente de

carbono inductora. El valor de actividad méxima reportado al utilizar el metil cafeato fue de
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2.6x10°U/mL sobrenadante, sin embargo, dicho valor fue alcanzado en el tercer dia de

cultivo, siendo la duracién total del mismo de 10 dias.

En cuanto a Penicillium commune V33A25, ésta cepa no utilizé al xilano de avena para la
produccién de CAE-L Es posible que esta cepa, dado que es capaz de producir pectinasas
(Roussos et al., 1995), pueda producir cafeoil esterasa utilizando una fuente de carbono rica en
pectinas como la pulpa de remolacha o la pulpa de «café. Por lo que probablemente la
induccién de la produccién de cafeoil esterasa en Penicillium commune V33A25, este ligada al
contenido de pectina y no al de arabanoxilanos presentes en el xilano de avena. Como sucede
en el caso de Aspergillus niger CS 180, la cual utiliza la pectina de la pulpa de remolacha

como inductor de la produccién de cafeoil esterasa (Brézillon et al., 1996).

Aspergillus niger Aa20 tampoco utilizé al xilano de avena como fuente de carbono inductora
de la produccién de CAE-I. Es posible, de acuerdo a lo reportado en la literatura para esta
especie, que esta cepa utilice al xilano de avena como inductor de la produccion de otras
cinamoil esterasas como feruoil o p-cumaroil esterasas (Aliwan et al., 1999; Vries et al,

1999).

De acuerdo a los resultados obtenidos, Aspergillus awamori NRRL 3112 fue seleccionada por
su capacidad de utilizar al xilano de avena como fuente de carbono inductora de la produccién
de cafeoil esterasa L. Esta cepa fue utilizada en la siguiente etapa, a fin de evaluar el efecto de
diferentes fuentes de carbono de tipo cereal y pulpa sobre la produccién de cafeoil I, cafeoil II,

feruoil y p-cumaroil esterasas.

6.3. Produccion de cafeoil 1, cafeoil II, feruoil y p-cuamaroil esterasas en funcién de la
fuente de carbono

En esta seccién se presentan los resultados que se obtuvieron al utilizar tanto las fuentes de
carbono inductoras de tipo cereal como las de tipo pulpa en el medio de cultivo de Aspergillus
awamori NRRL 3112. Las actividades cafeoil esterasa I (CAE-I), cafeoil esterasa II (CAE-II),
feruoil esterasa (FAE) y p-cumaroil esterasa (p-CAE) fueron medidas en cada uno de los

casos. Las figuras correspondientes a cada una de las fuentes de carbono muestran la cinética
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de produccién de las cinamoil esterasas detectadas a lo largo del tiempo de incubacion, los

puntos representan la media con barras de desviacién estandar de las tres replicas.

6.3.1. Fuentes de carbono tipo cereal

6.3.1.1. Xilano de avena

En la Figura 6.3 se presenta la cinética de produccién de las cinamoil esterasas detectadas en
el sobranadante proveniente de los cultivos en los cuales se utilizé glucosa (1% p/y) y xilano
de avena (OSX, 1.5% p/v) como fuentes de carbono. Dos enzimas fueron detectadas, la cafeoil
esterasa I (CAE-], ligada al 4cido clorogénico) y la feruoil esterasa (FAE). En tanto que la

cafeoil esterasa Il (CAE-II, ligada al metil cafeato) y p-cumaroil esterasa no fueron detectadas

a lo largo del tiempo de cultivo.

Como puede observarse en la Figura 6.3, la actividad CAE-] aparece en el dia 4 de incubaci6én
y alcanza un valor méximo en el dia 8 de 2x10~°U/mL y enseguida la actividad disminuye. El
comportamiento de aparicién de la actividad CAE-I, asi como el valor mdximo obtenido

coinciden con el resultado presentado en la etapa de seleccién de la cepa (Figura 6.2).
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Figura 6.3. Produccién de cafeoil esterasa I (#) y feruoil esterasa (m) por Aspergillus awamori NRRL 3112,
utilizando 1.5% p/v de xilano de avena como fuente de inductores. Las actividades fueron medidas utilizando los
siguientes sustratos: dcido clorogénico y metil ferulato.
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En cuanto a la actividad feruoil esterasa (FAE), ésta aparece también al 4 dia y su valor
méximo es alcanzado al dia 11 (2.5x10°U/mL). Este valor es comparable a lo reportado por
Faulds y Williamson (1996), en ese trabajo al utilizar OXS (1% p/v) y glucosa (0.1% p/v) en
el medio de cultivo de Aspergillus niger (cultivos incubados a 25°C), se reporta un valor de
actividad mdxima FAE de 4.2x10U/mL, medida también con el metil ferulato. Sin embargo,
este valor fue alcanzado en un tiempo mds corto (dia 4 de cultivo) que con Aspergillus

awamori NRRL 3112 (dia 11).

Es posible que el tiempo méximo de actividad FAE en Aspergillus awamori, se haya retrasado
en comparacién a lo obtenido por Faulds y Williamson (1996), debido a la represion
catabdlica provocada por la cantidad de glucosa agregada al medio, que en el caso de
Aspergillus awamori fue de 1% p/v, mientras que en el trabajo antes citado utilizaron 0.1%
p/v. La mayor concentracién de glucosa pudo haber retrasado la induccién de la produccion de
la feruoil esterasa. Sin embargo, existen reportes en donde al utilizar una concentracién de
glucosa de 0.1% p/v y de pulpa de remolacha azucarera (1% p/v) las actividades detectadas, en

este caso cafeoil y p-cumaroil esterasas aparecen en el dia 4 de cultivo.

Asi mismo, las cinamoil esterasas producidas al utilizar el xilano de avena en el medio de
cultivo de Aspergillus awamori, coinciden con lo reportado en otras investigaciones. Faulds y
Williamson (1991) reportan al xilano de avena como inductor de la produccién de feruoil
esterasa al ser utilizado en el medio de cultivo de Streptomyces olivochromogenes NRCC
2258. En 1994, Faulds y Williamson reportan al xilano de avena como inductor de la
produccién de feruoil y sinapil esterasas, al ser utilizado en el medio de cultivo de Aspergillus
niger CBS 120.49, en ese mismo trabajo tanto la cafeoil esterasa II como la p-cumaroil
esterasa son producidas en bajos niveles. De acuerdo a lo anterior es posible que el xilano de
avena no sea una fuente de inductores para la produccién de cafeoil y p-cumaroil esterasas, lo

cual coincide con la ausencia de la produccién de estas dos enzimas en el caso de Aspergillus

awamori NRRL 3112.

En la literatura no hay antecedentes acerca del uso del xilano de avena en cultivos de cepas de

Aspergillus awamori. Sin embargo, existe un reporte en donde la paja de avena es utilizada en
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el medio de cultivo de Aspergillus awamori IMI 142717. En dicho trabajo (McCrae et al.,
1994) reportan la produccién de feruoil y p-cumaroil esterasas, sin embargo, las condiciones

de cultivo (fermentador de 12 L) son distintas.

La produccién de feruoil esterasa y cafeoil esterasa I, asi como la ausencia de la p-cumaroil
esterasa, al utilizar el xilano de avena en el medio de cultivo de Aspergillus awamori NRRL
3112, podria estar ligada con el hecho de que aunque no se ha detectado la presencia de los
acidos ferilico y caféico en el xilano de avena (Faulds y Williamson, 1996), estos compuestos
si se encuentran en la pared celular de la avena, ambos representan entre el 0.01 y el 0.016%
p/p. En tanto que el dcido p-cumadrico, se encuentra en cantidades menores (0.003% p/p) en los

cereales (Auerbach y Gray, 1999; Clifford, 1999; Kroon et al., 1999).

Por otro lado, el haber detectado la actividad CAE-I y la ausencia de la actividad CAE-I],
indica que la enzima producida presenta afinidad por el enlace éster existente entre los dcidos
caféico y quinico, mientras que no presenta afinidad por el enlace éster entre el dcido caféico y
el grupo metilo (metil cafeato). Esto es indicador de la forma en que el 4dcido caféico puede

encontrarse en la avena, es decir en forma de dcido clorogénico.

6.3.1.2. Xilano de avena con adicién de acido fertilico

Se estudié el efecto de la adicién de 4cido fertdlico (AF, 0.03% p/v) en presencia de glucosa
(1% p/v) y xilano de avena (OSX, 1.5% p/v) en el medio de cultivo de Aspergillus awamori
NRRL 3112, sobre los niveles de produccién de las 4 cinamoil esterasas buscadas. La Figura
6.4 presenta la cinética de produccién de las cinamoil esterasas detectadas en el sobrenadante.
Estas son la cafeoil esterasa I y la feruoil esterasa, mismas que fueron detectadas en ausencia
de 4cido fertilico, pero a niveles menores (Figura 6.3). Las enzimas CAE-Il y p-CAE no

fueron detectadas en los cultivos.
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Figura 6.4. Produccién de cafeoil esterasa I (#) y feruoil esterasa (m) por Aspergillus awamori NRRL 3112,
utilizando 1.5% p/v de xilano de avena y 0.03% p/v de dcido feriilico como fuentes de inductores Las actividades
fueron medidas utilizando los siguientes sustratos: dcido clorogénico y metil ferulato.

La cinética de produccion de la CAE-I (Figura 6.4) presenta un comportamiento similar al que
se obtuvo utilizando OSX y glucosa en el medio de cultivo, pero sin adicién de 4cido fertlico
(Figura 6.3). No obstante, el valor maximo es mayor al doble (5.5 en lugar de 2x10‘3U/mL)

alcanzado en el dia 10 de cultivo en lugar del dfa 8.

Un comportamiento similar fue observado en la produccién de la FAE, ya que el valor
maximo fue también el doble (5.3 en lugar de 2.5x10°U/mL), pero esta vez sin cambio en el
tiempo de actividad méaxima, alcanzado en el dia 11. Por lo que la adicién de 4cido fertlico en

el medio de cultivo de Aspergillus awamori, permitié duplicar los niveles méximos de

actividad FAE y CAE-L

Las tendencias en el comportamiento de las actividades CAE-1 y FAE al utilizar e] OSX con y
sin adicién de 4cido ferdlico en el medio (Figuras 6.4 y 6.3), sugieren que el xilano de avena
indujo la produccién de una enzima, la cual tiene actividad sobre el &cido clorogénico y sobre
el metil ferulato y no presenta actividad sobre los ésteres metilados de los 4cidos caféico y p-
cumarico. Estos comportamientos sugieren asi mismo que la presencia dcido ferulico en el

medio mostré un efecto de regulacién positiva en la produccién de tal enzima.
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Por otro lado, el aumento de la actividad FAE observado con la adicién de 4cido fertlico,
coincide con lo reportado por Faulds y Williamson (1999), en dicha investigacion, Aspergillus
niger CBS 120.49 es cultivado utilizando OSX (1% p/v) y glucosa (0.1% p/v) como fuentes de
carbono y con adicién de la misma concentracién de dcido fertlico (0.03% p/v). La adicion de
dcido fertlico incrementd 1.2 veces la actividad FAE medida con el metil ferulato, utilizando

igualmente al cultivo con OSX y glucosa como referencia.

El aumento en la actividad FAE al adicionar el 4cido fenilico, podria estar relacionado con la
ruta metabdlica de degradacion que sigue el acido ferdlico, el cual se ha comprobado que es
consumido del medio, en las primeras 24 horas de cultivo de Aspergillus niger (Faulds et al.,
1997). El é&cido fertlico es transformado a dcido vainillico, el cual puede sufrir una
desmetilacion pasando a dcido protocatéquico o bien una descarboxilacién pasando a
metoxihidroquinona. Dado que el 4cido caféico y el dcido benzoico (moléculas que no poseen
un grupo metoxilo) no aumentan la produccién de FAE si no contrariamente la disminuyen
(Faulds y Williamson, 1999), por lo tanto se considera que el proceso involucra una
descarboxilacidn, la cual permite conservar el grupo metoxilo del anillo aromdtico del 4cido

vainillico, provocando un efecto de regulacion positiva en la produccién de FAE.

6.3.1.3.Trigo sin salvado

En la Figura 6.5 se muestra la cinética de pfoduccién de la Gnica cinamoil esterasa detectada
al utilizar glucosa (1% p/v) y trigo sin salvado (1.5% p/v) como fuentes de carbono en el
medio de cultivo de Aspergillus awamori. La cinamoil esterasa detectada fue la CAE-],
mientras que las enzimas CAE-II, FAE y p-CAE no fueron detectadas. La actividad CAE-I
inicia en el dia 3 del cultivo y alcanza un valor méximo en el dfa 6 de 19.3x10°U/mL. Este
valor es 3.5 veces mayor al valor maximo determinado con la combinacién xilano de avena y
dcido fenilico (Figura 6.4) de 5.5x10”U/mL y 10 veces superior al valor maximo observado

sin la adicion de 4cido ferilico (Figura 6.3).
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Figura 6.5. Produccién de cafeoil esterasa 1 (#) por Aspergillus awamori NRRL 3112, utilizando 1.5% p/v de
trigo como fuente de inductores. La actividad fue medida utilizando al 4dcido clorogénico.

La produccién de CAE-I puede explicarse de la siguiente manera. Dado que el trigo utilizado
es un producto comercial (trigo precocido), podria ser que el 4cido ferilico presente en este
trigo, sufra durante alguna etapa de su procesamiento o bien durante el cultivo una
desmetilacién, convirtiéndose en su hidroxilado homdélogo, el 4cido caféico (acido 3,4-
dihidroxicindmico), lo cual podria ser un factor positivo en la induccién de la produccién de

CAE-I (Figueroa-Espinoza et al., 1999).

Por otro lado el no haber detectado la actividad CAE-II es un indicador de que Aspergillus

awamori NRRL 3112 presenta una tendencia a la produccién de CAE-I con esta fuente de

inductores.

La produccién de FAE, p-CAE, CAE-II y en particular de la FAE se encuentra relacionada
con el contenido en arabinoxilanos y en 4cido ferdlico (Faulds y Williamson, 1999), los cuales

estdn presentes en mayor cantidad en el salvado que en el grano de los cereales (Saulnier et
al., 2000).
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Esto explica el hecho de que las actividades FAE, p-CAE y CAE-II no hayan sido detectadas
en el sobrenadante proveniente del medio de cultivo de Aspergillus awamori, al utilizar trigo

sin salvado.

6.3.1.4. Salvado de trigo

La Figura 6.6 muestra la cinética de produccién de las cinamoil esterasas detectadas en el
sobrenadante proveniente de los cultivos en los que se utilizé glucosa-y salvado de trigo como
fuentes de carbono para el crecimiento de Aspergillus awamori. Estas fueron la CAE-I, CAE-

Il y p-CAE, la produccién de FAE no fue detectada.
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Figura 6.6. Produccién de cafeoil esterasa I (o), cafeoil esterasa II (m) y p-cumaroil esterasa (e) por Aspergillus
awamori NRRL 3112, utilizando 1.5% p/v de salvado de trigo como fuente de inductores. Las actividades fueron
medidas utilizando los siguientes sustratos: dcido clorogénico, metil cafeato y metil p-cumarato respectivamente.

La principal actividad fue la CAE-I, la cual aparece en el dia 3 de incubacion y alcanza su
valor maximo en el dia 6 (10.3x10°U/mL). En cuanto a la actividad p-CAE, esta aparece en

el dia 5 y alcanza igualmente su valor maximo en el dia 6 (3.3x10°U/mL).

Finalmente, la actividad CAE-II inicia en el dia 4 de cultivo y alcanza su valor maximo al dia
7 (1.7x10°U/mL).
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Los resultados obtenidos al utilizar el salvado de trigo como fuente de carbono en el medio de
cultivo de Aspergillus awamori NRRL 3112, presentan diferencias y similitudes con lo
reportado previamente en la literatura. Una diferencia importante es la ausencia de la
produccién de FAE por Aspergillus awamori. En tanto que en el sobrenadante proveniente de
los cultivos de Aspergillus niger, Faulds y Williamson (1996) reportan la produccién de la
FAE (10.5x107U/mL), al utilizar 1% p/v de salvado de trigo libre de almidén y un suplemento
de 0.1% p/v de glucosa en el medio de cultivo. En cambio, los niveles y tendencias de las .
actividades CAE-II y p-CAE determinadas’ en el sobrenadante de los cultivos de Aspergillus
awamori, coinciden a los reportados en el caso de Aspergillus niger (Faulds y Williamson,
1996). En el caso de Aspergillus niger la actividad CAE-II alcanza un valor de 3.2x10°U/mL

en el dia 7 de cultivo y la actividad p-cumaroil esterasa de 3.0x10°U/mL en el dia 6.

Por otro lado, la ausencia de laé actividades CAE-II y p-CAE al utilizar el trigo sin salvado
(Figura 6.5) y la determinacién de estas dos actividades al utilizar el salvado de trigo (Figura
6.6), confirman que el salvado de trigo es fuente de inductores de la produccion de CAE-II 'y
p-CAE, al ser utilizados en el medio de cultivo de Aspergillus awamori NRRL 3112. Lo cual
de acuerdo a investigaciones previas, se encuentra relacionado con el mayor contenido en

arabinoxilanos presentes en el salvado de trigo.

De acuerdo al perfil de las cinéticas de produccién de CAE-II y p-CAE (Figura 6.6), es
probable que el salvado de trigo haya inducido la produccién de dos enzimas, una con afinidad
a fin al acido clorogénico y otra que tenga afinidad por los metil ésteres de los acidos caféico y
p-cumdrico. Esta afinidad puede deberse a la similitud en la estructura de los 4cidos caféico y
p-cumdrico, la cual consiste en la presencia de grupos hidroxilos sustituidos en el anillo
aromatico de estos acidos. Esta afinidad ha sido observada también en Aspergillus niger
(Faulds y Williamson 1996) y en Aspergillus niger CS iSO (Kroon et al., 1996), en dichos
trabajos la afinidad CAE-Il/p-CAE, asi como FAE/SAE (sinapil 4cido esterasa) son
observadas. En el caso de la FAE y la SAE, la afinidad esta relacionada con la presencia de

grupos metoxilicos en los 4cidos fertlico y sinapico.
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Los resultados indican, que el salvado de trigo, subproducto con un alto contenido en
arabinoxilanos induce en Aspergillus awamori la produccién de una o mds enzimas afines a
cinamatos hidroxilados como el 4cido caféico y el p-cumadrico y no induce la produccion de
alguna enzima a fin a un cinamato metoxilado como el 4cido fertlico. Otro factor indicador de
que Aspergillus awamori no induce la produccién de la FAE, al encontrarse presente en el
medio el salvado de trigo, es el hecho de que este subproducto contiene 1% p/p de écido
ferulico (Faulds y Williamson, 1996), el cual hubiera actuado como un factor positivo en el

caso de que la enzima feruoil esterasa se hubiera producido (Faulds y Williamson, 1999).

De acuerdo a los resultados obtenidos al utilizar compuestos de tipo cereal (xilano de avena,
xilano de avena-dcido ferulico, trigo y salvado de trigo) como fuentes de inductores de la

produccién de las cinamoil esterasas por Aspergillus awamori, se tiene lo siguiente:

El xilano de avena, el cual esta constituido de arabinoxilanos, induce la produccién de cafeoil
esterasa I y feruoil esterasa. Al parecer el xilano de avena es fuente de inductores de una
enzima, la cual tiene especificidad por el dcido clorogénico y por el metil ferulato. Esto se
basa en el hecho de que la adicién de 4cido ferilico (0.03% p/v) al medio, estimula los niveles
de las actividades cafeoil I y feruoil esterasas, lo cual estaria en relacién con un aumento en la
produccién de la enzima. Asi mismo el xilano de avena no es fuente de inductores de
produccién de cafeoil Il y p-cumaroil esterasas. Los resultados indican, que ni el trigo sin
salvado ni el salvado de trigo son fuentes de inductores de la produccién de FAE por
Aspergillus awamori. Sin embargo, el salvado de trigo es una fuente de inductores de la

produccién de CAE-I, p-CAE y CAE-IL

Por otro lado, el trigo sin salvado comparado con el salvado de trigo y la combinacién xilano
de avena-idcido fertlico, es la mejor fuente de inductores de la produccién de CAE-I por
Aspergillus awamori, proporcionando niveles de actividad semejantes a lo reportado en otras
enzimas de este tipo, bajo condiciones de cultivo similares. Asi por ejemplo en el
sobrenadante proveniente de los cultivos de Aspergillus niger (Faulds y Williamson, 1996) en
los que se utiliz6 salvado de trigo (1% p/v), la maxima actividad feruoil esterasa alcanzada fue

de 10.5x10°U/mL y para la actividad sinapil esterasa se alcanzé un valor de 33.5x10>U/mL.
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6.3.2. Fuentes de carbono tipo pulpa

6.3.2.1. Pulpa de remolacha azucarera

La Figura 6.7 muéstra la cinética de produccién de las cinamoil esterasas obtenidas al utilizar
glucosa (1% p/v) y pulpa de remolacha azucarera (1.5% p/v) como fuentes de carbono para el
crecimiento de Aspergillus awamori NRRL 3112. Como puede observarse las 4 cinamoil
esterasas buscadas (CAE-I, CAE-1I, FAE y p-CAE) fueron detectadas. La principal actividad
cuantificada fue la CAE-L
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Figura 6.7. Produccidén de cafeoil esterasa I (o), cafeoil esterasa IT ( &), feruoil esterasa (m) y p-cumaroil esterasa
(®) por Aspergillus awamori NRRL 3112, utilizando 1.5% p/v de pulpa de remolacha como fuente de inductores.
Las actividades fueron medidas utilizando los siguientes sustratos: dcido clorogénico, metil cafeato, metil ferulato
y metil p-cumarato respectivamente.

A diferencia del salvado de trigo, el cual permite la produccién de CAE-I, CAE-Il y p-CAE,
la pulpa de remolacha azucarera es fuente de inductores para la produccién de estas tres
cinamoil esterasas y ademds de la FAE. En cuanto a los niveles de actividad CAE-L, p-CAE y
CAE-1I, estos son similares a los obtenidos con el salvado de trigo (Figura 6.6). En cambio la
actividad FAE obtenida al utilizar la pulpa de remolacha, presenta niveles similares a los

obtenidos con el xilano de avena (Figura 6.3).
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De acuerdo a la literatura las pectinas, principales polisacdridos de la pulpa de remolacha
(25% p/p), son la fuente de carbono inductora, principalmente de dos cinamoil esterasas por
Aspergillus niger CS 180 (Brézillon et al., 1996). Estas son la cafeoil esterasa, medida con el
metil cafeato y la p-CAE, medida con el metil p-cumarato. As{ mismo, tanto la FAE como la
SAE son también detectadas en el sobrenadante proveniente de los cultivos de Aspergillus
niger CS 180, pero en niveles 10 veces mds bajos. Cabe sefialar que Aspergillus niger CS 180
es una de las cepas. mis estudiadas, al utilizar la pulpa de remolacha en el medio de cultivo

(Saulnier y Thibault, 1999; Kroon y Williamson, 1996; Brézillon et al., 1996).

Los resultados obtenidos al utilizar la pulpa de remolacha en el medio de cultivo de
Aspergillus awamori concuerda con los reportados por Brézillon er al. (1996), en cuanto a la
afinidad por el sustrato de las enzimas producidas. En el caso de Aspergillus awamori NRRL
3112, las enzimas CAE-1, p-CAE y CAE-II permiten la liberacién de 4cidos, cuyas estructuras
poseen grupos hidroxilos tnicamente en el anillo aromético como son, el dcido caféico y el
acido p-cumarico. En Aspergillus niger CS 180 se reporta la produccién de CAE-II y p-CAE,
las cuales liberan los mismo 4cidos. Sin embargo los niveles de actividad CAE-II y p-CAE son
7 y 5 veces mayores respectivamente, cuando se utiliza la pulpa de remolacha en el medio de

cultivo de Aspergillus niger que al utilizarla en el medio de cultivo de Aspergillus awamori.

En cuanto a la FAE, también se presenta una similitud tanto en Aspergillus awamori como en
Aspergillus niger CS 180. Ambas cepas al crecer en presencia de polisacdridos complejos
como las pectinas presentes en la pulpa de remolacha inducen en bajos niveles la produccién
de una enzima a fin a un 4cido hidroxicindmico cuyo anillo aromético se encuentra sustituido
con un grupo metoxilo como es el caso del dcido ferilico. En el caso de 1a FAE de Aspergillus
awamori, 1a actividad aparece en el dia 4 de cultivo y se incrementa ligeramente hasta alcanzar
su valor maximo en el dia 7 (1.8x10°U/mL), mientras que con Aspergillus niger CS180, la
actividad aparece en el dfa 3 y se mantiene en bajos niveles (1x10° U/mL) hasta su

desaparicion en el dia 10.

Por el comportamiento en las cinéticas de produccién de CAE-I, CAE-II, FAE y p-CAE

obtenidas al utilizar la pulpa de remolacha (Figura 6.7) y por la explicacién dada con relacién
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a la afinidad de las enzimas por un determinado 4cido hidroxicindmico, se puede suponer que
la pulpa de remolacha al ser utilizada en el medio de cultivo de Aspergillus awamori NRRL
3112, induce la produccién de tres enzimas del tipo cinamoil esterasa, una que es a fin al dcido
clorogénico, otra a fin al metil cafeato y al metil p-cumarato y una tercera a fin al metil

ferulato.

6.3.2.2. Pulpa de café fresca

La.Figura 6.8 presenta la cinética de produccién de CAE-], la cual fue la dnica cinamoil
esterasa detectada, al utilizar como fuentes de carbono glucosa (1% p/v) y pulpa de café fresca
y liofilizada (1.5% p/v) en el medio de cultivo de Aspergillus awamori NRRL 3112. Las
enzimas FAE, CAE-1l y p-CAE no fueron detectadas.
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Figura 6.8. Produccién de cafeoil esterasa I (#) por Aspergillus awamori NRRL 3112, utilizando 1.5% p/v de
pulpa de café fresca y liofilizada como fuente de inductores. La actividad fue medida utilizando al 4cido
clorogénico.

El perfil de actividad CAE-I obtenido al utilizar la pulpa de café fresca, presenta una tendencia
diferente a la que se obtiene con los sustratos de tipo cereal y con la pulpa de remolacha
(Figuras 6.3, 6.4, 6.5, 6.6 y 6.7). En los cultivos anteriores se observa un aumento gradual en
la actividad CAE-], durante el tiempo de cultivo hasta alcanzar el valor mdximo. En cambio al

utilizar la pulpa de café, la actividad CAE-I aparece y aumenta bruscamente como se puede
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observar en la Figura 6.8, alcanzando su valor maximo en sélo 24 h (5x10°U/mL) y enseguida

la actividad disminuye.

La pulpa de café fresca contiene principalmente dos polimeros estructurales, la celulosa
(17.7% p/p del material) y la lignina (17.5% p/p del material). La lignina es un polimero
fendlico que hasta la fecha no ha sido estudiado en la induccién de la produccién de las
cin'amoil esterasas. Por otro'lado, la celulosa ha mostrado ser fuente de inductores de la
enzimas FAE y p-CAE, al ser utilizada en el medio de cultivo de Neocallimastix MC-2
(Borneman et al., 1992). Dado que la pulpa de café contiene una elevada cantidad de celulosa,
se podria esperar que actuara como fuente de carbono inductora de las enzimas FAE y p-CAE

en Aspergillus awamori NRRL 3112. Sin embargo, ambas actividades no fueron detectadas.

La produccién de CAE-1y la ausencia de CAE-II, FAE y p-CAE, al utilizar la pulpa de café
fresca en el medio de cultivo de Aspergillus awamori NRRL 3112, puede también explicarse
en el hecho de que la pulpa de café es un subproducto que contiene una elevada cantidad de
acido clorogénico (0.36-2.7% peso seco) y acido caféico (0.31-1.6% peso seco). De acuerdo a
los resultados obtenidos al adicionar 4cido fenilico al medio de cultivo (Figura 6.4) y de
acuerdo a lo reportado por Faulds y Williamson (1999), la presencia de 4cido ferdlico en el
medio estimula la actividad FAE, por lo que de una manera similar la presencia de 4cido
clorogénico y de dcido caféico en el medio estimularia la actividad CAE-1. Asi mismo Faulds
y Williamson (1999), reportan que la presencia de dcido caféico a una concentracion de 0.03%
p/v en el medio de cultivo, reduce la actividad FAE en un 50%, lo cual puede explicar la
ausencia de esta actividad en el caso de Aspergillus awamori NRRL 3112. Las actividades
CAE-Il y p-CAE, podrian presentar una inhibicién semejante debido a la presencia de los

dcidos caféico y clorogénico.

Por otro lado, la pulpa de café contiene una baja cantidad en pectinas (6.5% p/p) comparada
con la pulpa de remolacha (25% p/p) y en hemicelulosas (2.3% p/p) con relacién al salvado de
trigo (26% p/p). Estas bajas cantidades son indicadoras de que posiblemente la cantidad de
pectinas de la pulpa de café no es una fuente potencial de inductores de la CAE-II, como

sucede en el caso de la pulpa de remolacha (Figura 6.7) y segiin lo reportado por Brézillon et
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al. (1996). Y lo mismo en el caso de la cantidad de hemicelulosas en la pulpa de café, las
cuales quizds no sean suficientes en la induccién de CAE-II y p-CAE, como sucede con el
salvado de trigo (Figura 6.6) o en el caso de la FAE y la p-CAE inducidas también con el

salvado de trigo por Penicillium pinophilum (Castanares et al., 1992).

En cuanto a la CAE-I, es posible que la lignina o bien la celulosa, los cuales son los polimeros

mayoritarios de la pulpa de café sean los responsables de su induccion.

6.3.2.3. Pulpa de café ensilada

En esta seccion se presentan primeramente los resultados obtenidos al utilizar la pulpa de café
ensilada a una concentracién de 1.5% p/v y enseguida los obtenidos a una concentracién de
0.5% p/v en el medio de cultivo de Aspergillus awamori NRRL 3112. Una menor
concentracién en pulpa fue utilizada considerando que los productos de fermentacién del
ensilaje como los dcidos lactico y acético, podrian ser toxicos para el crecimiento de la cepa'y

en consecuencia disminuir la produccién de las enzimas cinamoil esterasas.

La Figura 6.9 muestra la cinética de produccion de las cinamoil esterasas detectadas al utilizar
glucosa (1% p/v) y pulpa de café ensilada y liofilizada (1.5% p/v) como fuentes de carbono en
el medio de cultivo de Aspergillus awamori NRRL 3112. La principal actividad detectada fue
la CAE-], la cual alcanza un valor maximo de 20x10°U/mL. As{ mismo la actividad p-CAE
fue detectada pero en menor grado, su valor méximo alcanzado fue de 2.7x107 U/mL en el dia

5. Las actividades FAE y CAE-II no fueron detectadas.
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Figura 6.9. Produccién de cafeoil esterasa I (#) y p-cumaroil esterasa (®) por Aspergillus awamori NRRL 3112,
utilizando 1.5% p/v de pulpa de café ensilada y liofilizada como fuente de inductores. Las actividades fueron
medidas utilizando los siguientes sustratos: dcido clorogénico y metil p-cumarato.

El perfil de la actividad CAE-I, presenta un comportamiento idéntico en los tiempos de
aparicién y de actividad maxima, al que se obtuvo al utilizar la pulpa de café fresca (Figura
6.8), pero en el caso de la pulpa de café ensilada, el valor de actividad CAE-I es 4 veces

superior al obtenido con la pulpa de café fresca.

Los resultados obtenidos, pueden explicarse al considerar las caracteristicas de la pulpa de
café ensilada. El proceso de fermentacién anaerobio por bacterias licticas (ensilaje), al cual es
sometida la pulpa de café, ocasiona un aumento en la cantidad de celulosa y de lignina. Asi
mientras que la pulpa de café fresca presenta 17.7 y 17.5% p/p del material en celulosa y
lignina respectivamente, la pulpa de café ensilada presenta 27.2 y 21.2% p/p del material, de
los mismo polimeros (Bressani y Braham, 1980). Este incremento en ambos polimeros podria
explicar el aumento en la induccién de la CAE-], la cual aparece tanto al utilizar la pulpa de
café fresca (Figura 6.8), como la pulpa de café ensilada. Asi mismo esto podria también ser un
factor positivo para la produccién de la p-CAE, cuya induccién esta relacionada con la

celulosa (Borneman et al., 1991; Borneman ef al., 1992).
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Por otro lado, ciertas especies de bacterias lacticas aisladas del intestino humano, tales como
Bifidobacterium lactis y Lactobacillus gasseri, han sido recientemente reportadas (Couteau et
al., 2001) con la capacidad de utilizar al 4cido clorogénico del medio de cultivo, como un
factor positivo en la induccién de la produccién de CAE-L, FAE y p-CAE. Esto nos indica que
probablemente las bacterias lacticas durante el ensilaje de la pulpa de café produjeron la CAE-
I, la cual también durante el proceso del ensilaje liber6 4cido caféico, incrementando alin mas
los niveles de este compuesto fendlico simple en la pulpa de café, incrementando asi un factor
positivo en la induccién de la CAE-I, lo cual se ve reflejado en el aumento de esta actividad al
utilizar la pulpa de café ensilada. Asi mismo un aumento en dcido caféico, representa un factor

de inhibicion de la FAE (Faulds y Williamson, 1999).

Otra informacién interesante que muestra este experimento es que los productos del
metabolismo presentes en la pulpa de café énéilada, como son el dcido lactico y acético no
perturbaron el crecimiento de Aspergillus awamori NRRL 3112, cuando ésta es utilizada a
una concentracion de 1.5% p/v en el medio de cultivo. Si no que contrariamente la pulpa de
café ensilada a dicha concentracién permite aumentar los niveles de actividad CAE-I con

respecto a la pulpa de café fresca.

En seguida se presentan los resultados obtenidos al utilizar como fuente de carbono glucosa
(1% p/v) y una concentracién 3 veces menor al experimento anterior en pulpa de café ensilada

y liofilizada (0.5% p/v) en el medio de cultivo de Aspergillus awamori NRRL 3112,

La Figura 6.10 muestra la cinética de produccién de la CAE-], la cual fue la Gnica cinamoil
esterasa detectada en el sobrenadante. Las enzimas FAE, CAE-II y p-CAE no fueron

detectadas en ninguno de los cultivos.
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Figura 6.10. Produccién de cafeoil esterasa I (#) por Aspergillus awamori NRRL 3112, utilizando 0.5% p/v de
pulpa de café ensilada y liofilizada como fuente de inductores. Las actividad fue fedida utilizando al 4cido
clorogénico. =~

Contrariamente al experimento efectuado con una concentracidon de pulpa de café ensilada de

1.5% p/v, el empleo de una concentracién de la misma pulpa a 0.5% p/v, no permitid detectar

la actividad p-CAE.

El comportamiento de la actividad CAE-l, al utilizar la pulpa de café¢ ensilada a una
concentracion de 0.5% p/v, presenta nuevamente el mismo aumento brusco y disminucién en
la actividad CAE-I (Figura 6.10), al observado con la pulpa de café fresca (Figura 6.8) y con la
pulpa de café ensilada a una concentracion de 1.5% p/v (Figura 6.9). Sin embargo, el valor de
actividad m4xima alcanzado con la pulpa de café ensilada a 0.5% p/v (11.8 x10°U/mL) es
mayor al doble del alcanzado con la pulpa de café fresca (5x10°U/mL), pero menor al valor

que se obtuvo con la pulpa de café ensilada a 1.5% p/v (20x10°U/mL).

De esta manera se comprueba que los niveles de produccién de CAE-I al utilizar la pulpa de
café ensilada (0.5% p/v) se duplican en relacién a los niveles obtenidos al utilizar la pulpa de
café fresca a 1.5% p/v. Asi mismo los niveles de produccién don cuatro veces superiores al

utilizar la pulpa de café ensilada a una concentracién de 1.5% p/v con relacién a la pulpa de
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café fresca a la misma concentracién. EL aumento en la produccién de CAE-I al utilizar la
pulpa de café ensilada puede deberse, como ya se explicé anteriormente, al aumento en la
cantidad de celulosa y lignina o por una posible accién enzimdtica cinamoil esterasa, en
especial CAE-I producida por las bacterias lacticas sobre la pulpa de café durante el proceso

de ensilaje.

Los experimentos realizados con pulpa de café ya sea fresca o ensilada confirman que la FAE
no es inducida al utilizar este sustrato como fuente de carbono en el medio de cultivo de
Aspergillus awamori NRRL 3112, lo cual puede deberse a la presencia del dcido caféico libre
en la pulpa de café, ya que de acuerdo a lo reportado por Faulds y Williamson (1999), el acido
caféico a una concentracioén de 0.03% en el medio de cultivo de Aspergillus niger inhibe en un

50% la actividad feruoil esterasa.

Los resultados obtenidos al utilizar sustratos tipo pulpa (pulpa de remolacha y pulpa de café
fresca y ensilada) como fuentes de carbono en el medio de cultivo de Aspergillus awamori
NRRL 3112, presentan diferencias importantes. La pulpa de remolacha muestra mayor
diversidad en la induccién de enzimas del tipo cinamoil esterasas, con respecto a la pulpa de
café ya sea fresca o ensilada a 0.5 y 1.5% p/v. Sin embargo, la pulpa de café ensilada a 0.5 y
1.5% p/v, presentan la ventaja de alcanzar el nivel maximo de actividad CAE-I en un tiempo
mds corto sobre la pulpa de remolacha. La pulpa de café fresca a pesar de que alcanza el nivel
maximo de actividad igual que la pulpa de café ensilada a ambas concentraciones, presenta el
nivel mas bajo de actividad CAE-1 comparado con la pulpa de remolacha y con la pulpa de

café ensilada.
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6.2.3. Sintesis de resultados y analisis estadistico

En esta seccién se presenta una sintesis de los resultados obtenidos al utilizar diferentes
fuentes de carbono de tipo cereal y tipo pulpa en el medio de cultivo de Aspergillus awamori
NRRL 3112 en la produccién de CAE-I, CAE-II, FAE y p-CAE. Asi mismo un anélisis
estadistico fue efectuado para cada una de las 4 actividades cinamoil esterasas estudiadas, a fin
de determinar si existe diferencia significativa entre las fuentes de carbono empleadas. En esta
seccion se presentan también los valores de productividad calculados en los tiempos méximos

de actividad para cada una de las fuentes de carbono utilizadas.

Los resultados muestran que todas las fuentes de inductores probadas, tanto de tipo cereal
(xilano de avena, xilano de avena-4cido fertlico, trigo sin salvado y salvado de trigo) como de
tipo pulpa (pulpa de remolacha, pulpa de café fresca y pulpa de café ensilada) inducen la

produccidn de la cafeoil esterasa I (CAE-I).

En la Figura 6.11 se presentan los valores maximos que se obtuvieron para la actividad CAE-I
(sustrato: dcido clorogénico), con las diferentes fuentes de carbono probadas en el medio de
cultivo de Aspergillus awamori NRRL 3112. Como puede observarse tres fuentes de carbono
tipo pulpa (pulpa de café ensilada a 1.5 y 0.5% p/v y pulpa de remolacha) y dos fuentes de tipo

cereal (trigo sin salvado y salvado de trigo), fueron las fuentes que proporcionaron los valores

mas elevados de‘la actividad CAE-IL.
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Figura 6.11. Valores médximos de la actividad extracelular cafeoil esterasa I (CAE-I) obtenidos al utilizar
diferentes fuentes de inductores en el medio de cultivo Aspergillus awamori NRRL 3112. Una concentracién’
de 1.5% p/v fue utilizada en todos los casos, excepto con la pulpa de café ensilada y liofilizada donde la

concentracién de 0.5% p/v fue también probada. El 4cido feridlico es utilizado a 0.03% p/v en presencia de
xilano de avena.

OSX = xilano de avena; OSX-AF = xilano de avena-acido ferilico; T = trigo sin salvado; ST = salvado de

trigo; PRA = pulpa de remolacha azucarera; PCFL = pulpa de café fresca liofilizada; PCEL = pulpa de café
ensilada liofilizada

La prueba de Tukey de comparaciones miltiples, nos indica que la actividad promedio CAE-I
obtenida al utilizar la PCEL (1.5% p/v), no presenta diferencia significativa con la actividad
promedio obtenida a partir del trigo sin salvado. Pero estas dos fuentes de inductores si
presenta diferencia significativa con las actividades promedio de la PCEL (0.5% p/v), el

salvado de trigo y la pulpa de remolacha azucarera.

Por otro lado, aunque que no existe diferencia significativa en los niveles de actividad CAE-I
alcanzados al utilizar la pulpa de café ensilada (1.5% p/v) y el trigo sin salvado, la pulpa de
café ensilada presenta la ventaja de alcanzar el valor maximo de actividad en un menor

tiempo, lo cual hace que este subproducto, presente una productividad mayor a la obtenida con
el trigo (Tabla 6.7).

En cuanto a las actividades CAE-I promedio obtenidas a partir de la PCEL (0.5% p/v), el

salvado de trigo y la pulpa de remolacha azucarera, la prueba de Tukey nos indica que no
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existe diferencia significativa entre las actividades CAE-I, obtenidas a partir de estas fuentes.
Sin embargo, la pulpa de café ensilada (0.5% p/v), presenta nuevamente una productividad

superior a la proporcionada por la pulpa de remolacha y por el salvado de trigo (Tabla 6.7).

Por otro lado la actividad CAE-I promedio obtenida a partir de la pulpa de café fresca y
liofilizada presenta diferencia significativa con la actividad promedio obtenida a partir de la
pulpa de café ensilada (0.5% p/v), pero no presenta diferencia significativa con las actividades
CAE-I promedio obtenidas a partir del xilémo de avena (OSX) y de la combinacién xilano de
avéna y 4cido ferdlico (OSX-AF). No obstante, la pulpa de café fresca presenta una mayor
productividad con respecto al xilano de avena y a la combinacién xilano de avena y dcido
ferdlico. Lo anterior confirma que la pulpa de café ya sea fresca o ensilada, presenta la ventaja
de proporcionar una mayor productividad CAE-I sobre las fuentes de tipo cereal y sobre la

pulpa de remolacha.

De esta manera los resultados muestran que la induccién de la produccién de CAE-I por
Aspergillus awamori NRRL 3112, se encuentra favorecida al utilizar en el medio de cultivo
una fuente de carbono como la pulpa de café, la cual es rica en lignina y celulosa, asi como en
dcido clorogénico y 4cido caféico. En la literatura no se encuentran reportes acerca de la
utilizacién de fuentes de carbono de tipo cereal y pulpa en la induccién de la produccién de
una cafeoil esterasa que sea capaz de romper el enlace éster entre los 4cidos caféico y quinico.
Sin embargo, si se ha evaluado la presencia de diferentes concentraciones de 4cido
clorogénico (entre 0-4g/L), en el medio de cultivo anaerobio para bacterias del intestino
humano (Couteau et al., 2001). En dicha investigacién la actividad cafeoil esterasa I aumenta
con la concentracién de 4dcido clorogénico en el medio, alcanzando la actividad maxima a
4g/L. En el caso de Aspergillus awamori NRRL 3112 se manejo en el medio de cultivo una
concentracion en 4cido clorogénico de aproximadamente 0.4g/L (1.5% p/v de pulpa de café).
En el caso de las bacterias del intestino humano, a una concentracion de 0.4 g/L de acido
clorogénico en el medio de cultivo, se detecta la actividad CAE-I (0.01 mmol de &4cido
catéico/L. de medio), a concentraciones menores de dcido clorogénico la actividad no fue

detectada. Esta tendencia concuerda con los resultados obtenidos con la pulpa de café ensilada
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a concentraciones de 0.5 y 1.5% p/v, en donde la actividad CAE-I, aumenta al incrementar

también la concentracion de los 4cidos clorogénico y caféico.

Con respecto a las actividades CAE-II, FAE y p-CAE, éstas fueron detectadas con algunas de
las fuentes tanto de tipo cereal como pulpa, utilizadas en el medio de cultivo de Aspergillus
awamori NRRL 3112. Sin embargo, los niveles de actividad fueron mds bajos a los obtenidos
en el caso de la CAE-L La Tabla 6.7 presenta los valores maximos dp actividad, asi como los
valores de productividad alcanzados tanto para las actividades CAE-II, FAE y p-CAE, como
para la actividad CAE-1. |

Tabla 6.7. Valores maximos de actividad y productividad de las cinamoil esterasas, obtenidos al utilizar
diferentes fuentes de carbono en el medio de cultivo de Aspergillus awamori NRRL 3112,

Fuente de Actividad enzimadtica Productividad

carbono 10°U/mL 10°U/dia*mL

(1.5% plv) CAE-1 CAE-Il FAE p-CAE CAE-1 CAE-I FAE p-CAE
Xilano de avena 2 N.D. 2.5 N.D. 0.25 N.D. 0.23 N.D.

Xilano de avena- 5.5 N.D. 5.3 N.D. 0.55 N.D. 0.48 N.D.
acido ferilico
Trigo sin salvado 19.3 N.D. N.D. N.D. 3.22 N.D. N.D. N.D.

Salvado de trigo 10.3 1.7 N.D. 33 1.72 0.24 N.D. 0.55
Pulpa de 9.8 3.3 1.8 4.9 1.23 0.37 0.26 0.54
remolacha

Pulpa de café 5.0 N.D. N.D. N.D. 1.25 N.D. N.D. N.D.
fresca

Pulpa de café 20.0 N.D. N.D. 2.7 5.0 N.D. N.D. 0.54
ensilada

Pulpa de café 11.8 N.D. N.D. N.D. 3.0 N.D. N.D. N.D.
enstlada (0.5%

p/v)

En cuanto a la actividad CAE-II, dnicamente al utilizar la pulpa de remolacha azucarera y el
salvado de trigo como fuentes de carbono para el crecimiento de Aspergillus awamori NRRL
3112, se obtuvo dicha actividad. EI resto de las fuentes de carbono probadas no permitié la

obtencion de la actividad CAE-II (Figura 6.11). El anélisis de varianza indica que la actividad
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enzimética promedio CAE-II obtenida a partir de la pulpa de remolacha presenta diferencia

significativa con la actividad enzimética promedio obtenida a partir del salvado de trigo.

De acuerdo a la literatura, la pulpa de remolacha ha mostrado ser fuente de inductores de la
produccion de una cinamoil esterasa (CinnAE) que presenta actividad sobre el metil cafeato
(Brézillon et al., 1996), al utilizar la pulpa de remolacha en el medio de cultivo de Aspergillus
niger CS 180. Sin embargo, la actividad obtenida es 7 veces mayor a la obtenida con
Aspergillus awamori NRRL 3112. En cuanto al salvadp de trigo, el nivel de actividad CAE-II
coincide con los niveles reportados al utilizar este subproducto en el medio de cultivo de

Aspergillus niger (Faulds y Williamson, 1996).

En el caso de la FAE, el xilano de avena, la combinacién xilano de avena—acido fenilico y la
pulpa de remolacha mostraron ser fuentes inductoras de la produccién de la FAE, el resto de

las fuentes de carbono probadas no permitieron la obtencién de tal enzima (Figura 6.11).

La prueba de Tukey, indica que la actividad promedio obtenida a partir de la combinacion
OSX-AF presenta diferencia significativa con las actividades FAE promedio obtenidas a partir
del OSX y de la pulpa de remolacha. A su vez la prueba indica que no existe diferencia
significativa entre las actividades obtenidas a partir del OSX y de la pulpa de remolacha
azucarera. Lo anterior concuerda con el valor superior de productividad que presenta la
combinaciéon OSX-AF con respecto a los valores obtenidos para el OSX y la pulpa de

remolacha, los cuales a su vez son similares (Tabla 6.7).

Por lo que la adicion de 4cido ferilico al medio de cultivo a una concentracién de 0.03% p/v,
permitié aumentar 2.12 veces la actividad FAE en comparacién con los cultivos que contienen
tnicamente al xilano de avena. Este incremento en la actividad FAE, es atin mayor al
incremento reportado por Faulds y Williamson (1999), en dicho trabajo al adicionar la misma
concentracién de 4cido ferdlico al medio de cultivo de Aspergillus niger, la actividad FAE

aumenta 1.2 veces.

Con respecto a la p-cumaroil esterasa, tres fuentes de carbono utilizadas en el medio de cultivo

de Aspergillus awamori permitieron su produccién. Estas son la pulpa de remolacha, el
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salvado de trigo y la pulpa de café ensilada y liofilizada, las tres a una concentracién en el

medio de 1.5% p/v, el resto de las fuentes no permitié detectar tal actividad (Figura 6.11).

La prueba de Tukey indica que la actividad p-CAE promedio obtenida a partir de la pulpa de
remolacha no presenta diferencia significativa con la actividad enzimdtica promedio obtenida
a partir del salvado de trigo, pero si presenta diferencia significativa con la actividad p-CAE
promedio obtenida a partir de la pulpa de café ensilada y liofilizada (1.5% p/v). Sin embargo
no obstante que la pulpa de café ensilada presenta un nivel de actividad més bajo que la pulpa '
de remolacha, presenta nuevamente la ventaja de alcanzar mas rdpidamente el nivel méximo
de actividad, lo cual proporciona la misma productividad que con la pulpa de remolacha
(Tabla 6.7). Asi mismo la actividad promedio obtenida a partir del salvado de trigo no
presenta diferencia significativa con la actividad promedio obtenida a partir de la pulpa de café

- ensilada (1.5% p/v) y la productividad es practicamente la misma (Tabla 6.7).

Los niveles de actividad p-CAE obtenidos al utilizar el salvado de trigo en el medio de cultivo
de Aspergillus awamori coinciden con los reportados al utilizar este subproducto en el medio
de Aspergillus niger (Faulds y Williamson, 1996). En cambio los niveles obtenidos al utilizar
la pulpa de remolacha en el medio de Aspergillus awamori, son 5 veces menores a los

obtenidos en el caso de Aspergillus niger (Brézillon et al., 1996).
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7. CONCLUSION Y PERSPECTIVAS
La conclusién general asi como las conclusiones particulares que derivan a partir de los

resultados obtenidos en esta investigacion se presentan a continuacién:

Conclusion general:

Las produccién de cafeoil-I, cafeoil-11, feruoil y p-cumaroil esterasas es funcién de la fuente
de carbono utilizada en el medio de cultivo de Aspergillus awamori NRRL 3112. Las
diferentes fuentes de carbono probadas tanto de tipo cereal como pulpa inducen
principalmente la produccién de la cafeoil esterasa I, a excepcion del xilano de avena y la
combinacién xilano de avena-acido ferilico que permiten la produccién en los mismo niveles
tanto de la cafeoil esterasa I como de la feruoil esterasa. La produccién de cafeoil-1I, feruoil y

p-cumaroil esterasas se obtiene en niveles menores.

Conclusiones particulares:
1) La técnica espectrofotométrica desarrollada para la determinacién de las actividades cafeoil
I, cafeoil 11, feruoil y p-cumaroil esterasas, permiten la medicién de consumo de sustrato y de

formacién de producto por cada una de las cinamoil esterasa con un error minimo.

2) Aspergillus awamori NRRL 3112 es capaz de utilizar al xilano de avena como inductor de
la produccién de cafeoil esterasa I, mientras que Aspergillus niger Aa20 y Penicillium
commune V33A25 no utilizaron al xilano de avena como inductor de la produccién de esta

enzima.

3) Las principales fuentes de inductores de la produccion de la cafeoil esterasa I en Aspergillus
awamori fueron la pulpa de café ensilada y el trigo sin salvado, ambas a 1.5% p/v, siendo
mayor la productividad con la pulpa de café ensilada (5x10°U/dia*mL) que con el trigo sin

salvado (3.22x10°U/dia*mL).

4) La mejor fuente de inductores de la produccién de la feruoil esterasa fue la combinacidon

xilano de avena-acido fertlico. Asi mismo la adicién de 4cido ferdlico al medio de cultivo en
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presencia de xilano de avena aumenta la produccién de cafeoil esterasa I 'y feruoil esterasa en

un 175 y 112% respectivamente.

5) La produccién de la cafeoil esterasa II, fue inducida principalmente al utilizar la pulpa de
remolacha y en segundo lugar el salvado de trigo, el resto de las fuentes no indujo la

produccién de esta enzima.

6) La produccion de p-cumaroil esterasa fue inducida al utilizar el salvado de trigo, la pulpa de
remolacha y la pulpa de café ensilada a una concentracién en el medio de 1.5% p/v, siendo la

productividad proporcionada por las tres fuentes la misma.

7) En el caso de la pulpa de café ensilada, la produccién de cafeoil esterasa I, parece ser

funcién de la concentracidn de pulpa en el medio de cultivo.

8) La pulpa de café ensilada a una concentracién de 1.5% p/v proporciona un aumento en la
produccién de CAE-I cuatro veces superior sobre la produccién de la misma enzima al utilizar

la pulpa de café fresca.

Perspectivas:

Las perspectivas de este trabajo son diversas. Una nueva etapa puede consistir en aumentar los
titulos de actividad cinamoil esterasa, principalmente de las actividades cafeoil I, cafeoil IT y
p-cumaroil esterasas de Aspergillus awamori NRRL 3112 modificando las condiciones del
cultivo o utilizando otras cepas filogenéticamente proximas, utilizando como fuentes de

carbono a la pulpa de café, la pulpa de remolacha y el salvado de trigo .

Otra etapa interesante consiste en la purificacién y la caracterizacién enzimatica, lo cual
proporcionard informacién en cuanto al nimero de enzimas inducidas al utilizar las fuentes de

carbono antes citadas, asi como de la especificidad de sustrato.

Otro pardmetro a evaluar en estudios posteriores es el efecto de la adicién de dcido caféico y

clorogénico al medio cultivo, esto con el fin de evaluar si su presencia en €l medio provoca un
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efecto de regulacion positiva o bien de inhibicién de las actividades cafeoil I cafeoil 11, feruoil

y p-cumaroil esterasas.

Otra perspectiva de gran interés consiste en la liberacion de los acidos hidroxicindmicos
principalmente caféico presentes en la pulpa de café ensilada, utilizando para ello la accién
enzimética del sobrenadante proveniente del medio de cultivo, en el cual se utilice a la pulpa
de café ensilada como fuente de carbono para el crecimiento de Aspergillus awamori. En esta
misma etapa otro factor a estudiar puede ser la utilizacién de enzimas hidrolasas comerciales
tales como xilanasas, endoarabinanasas y arabinofuranosidasas, las cuales al actuar de manera

sinérgica con las cinamoil esterasas faciliten la degradacién de la pared celular, permitiendo

asf la liberacidn de antioxidantes naturales como los acidos hidroxicinamicos.

Asi mismo el sobrenadante proveniente a partir de los cultivos que contengan pulpa de
remolacha y salvado de trigo podrian también ser probados sobre la pulpa de café, a fin de
liberar por via enzimdtica los dcidos hidroxicindmicos de la pulpa de café ensilada o de otros

subproductos de interés a valorizar como el salvado de maiz, el salvado de trigo y el bagazo de

cana.
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