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Introduccién. Las feruloil esterasas (FAEs) son enzimas
capaces de hidrolizar y sintetizar ésteres alquilicos de
acidos hidroxicinamicos (AH), muchos de los cuales
poseen actividad anticancerigena, antioxidante, entre
otras. Por lo anterior es de interés conocer la alquil
especificidad de las FAEs, ya que esto permitira dilucidar
su potencial en la sintesis selectiva de un éster de AH en
particular. Sin embargo, los estudios sobre la alquil
especificidad de las FAEs son aldn escasos,
probablemente debido a la falta de sustratos comerciales,
asi como de métodos rapidos de busqueda y seleccion
adecuados.

En este trabajo se emplearon las FAEs tipo A (AnFAEA)
y B (AnFAEB) de Aspergillus niger, ya ampliamente
estudiadas y caracterizadas, como modelo para el
desarrollo de un Método Espectrofotométrico de Alto
Rendimiento para determinar la especificidad (MEAR-E)
alquilo de FAEs. ElI método propuesto podria acelerar el
proceso de busqueda y seleccion de nuevas FAEs
selectivas con aplicacion potencial en sintesis de ésteres
de AH de interés biotecnolégico.

Metodologia. La produccion y purificacion de la
AnFAEA M AnFAEB se realiz6 como Record vy
Levasseur”. La sintesis de los esteres de AH con
distinta longitud de cadena alquilo se realizé6 con HCI y
su purificacion por cromatografia en columna. La
especificidad se determiné empleando distintos ésteres
de AH (5mM) en presencia de p-nitrofenol (pNP:
0.5mM), dimetil sulféxido (10% v/v) y CHAPS (0.15%
p/v) a 30°C y pH 7.2. La actividad se determiné como
Ramirez®, monitoreando la disminucién de la
absorbancia a 410nm en un lector de microplacas de 96
pozos (X-Mark BioRad). Una unidad de actividad
hidrolitica corresponde a 1umol de AH liberado por
minuto.

Resultados. El perfil de hidrélisis de la AnFAEA y
AnFAEB sobre métil p-cumarato, cafeato, ferulato y
sinapinato (MpC, MC, MF y MS) se obtuvo con el MEAR-
E propuesto en este trabajo (Fig.1).

— MpC
— MC
= MF
— MS

o

Fig. 1. Perfil de hidrdlisis de Ia AnFAEA y AnFAEB sobre ésteres
metilicos hidroxilados (MpC y MC) y metoxilados (MF y MS).

El perfil de la AnFAEA muestra una marcada preferencia
por los ésteres metoxilados (MS>MF>MpC) mientras que
la AnFAEB lo hace por los hidroxilados (MC>MpC>MF),
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Posteriormente se evalud la especificidad alquilo sobre
metil, etil, propil y butil ferulato (MF, EF, PF y BF) en
ausencia y presencia de detergente (Fig.2). En general,
la actividad especifica de ambas FAEs sobre los
sustratos evaluados fue mayor en presencia de CHAPS
(Fig.2), y en particular con los menos solubles (PF y BF),
indicando que probablemente este detergente favorece la
solubilidad y por ende la actividad conforme se
incrementa la longitud de la cadena alquilo. La alquil
especificidad de la AnFAEA sobre emulsiones
estabilizadas con CHAPS (Fig.2A) mostré un perfil
(MF<EF<PF<BF) semejante al de lipasas (hasta 4 veces
mayor actividad con BF que con MF). Mientras que la
especificidad alquilo de la AnFAEB (Fig.2B) es similar
(MF>EF>PF>BF) al de carboxil esterasas (hasta 3 veces
menor actividad con BF que con MF). Esto posiblemente
sea resultado de un vestigio evolutivo del ancestro de la
AnFAEA (lipasa de Rhizomucor miehei). Estos resultados
enriquecen lo reportado hasta el momento en la
literatura, ya que la FAE tipo C de Talaromyces stipitatus
y Sporotrichum thermophile han mostrado una
especificidad al%wlo marcada por el EF y PF,
respectlvamente
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Fig. 2. Especificidad alquilo de la AnFAE A (A) y AnFAE B (B) sobre
metil, etil, propil y butil ferulato (MF, EF, PF, BF) en ausencia y
presencia de detergente (CHAPS).
Conclusiones. Este estudio demostré que es posible
determinar de manera rapida la especificidad alquilo de
FAEs empleando diferentes esteres de AH con un
MEAR-E, previo a su aplicacion en biocatélisis.
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