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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
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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 Williamso