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Introduccion. La esterasa Stcl forma parte de la via de
biosintesis de esterigmatocistina en A. nidulans, el cual es un
precursor de aflatoxinas. Realizamos la clonacién vy
expresién en Pichia pastoris de esta enzima. El sustrato de la
enzima en la via de biosintesis es el versiconal hemiacetal
acetato, el cual contiene un grupo de bisdihidrofurano.

Se sabe que en los compuestos fendlicos acetilados, el grupo
acetilo esta correlacionado con la actividad biologica de los
mismos, los cuales presentan actividades antitrombéticas y
antiinflamatorias (1). Dentro de estos compuestos, los
flavonoides son un grupo importante y se encuentran
ampliamente distribuidos en la naturaleza. Sus propiedades
bioldgicas, farmacoldgicas y medicinales han sido revisadas
ampliamente (2). Sin embargo, el uso de los mismos se
encuentra limitado por su baja solubilidad y estabilidad en
fases acuosa y no-polar. Para mejorar estas propiedades se ha
buscado la modificacion de su estructura por via quimica,
enzimatica y quimio-enzimatica. La via quimica no
representa un proceso regioselectivo y conduce a la pérdida
del poder antioxidante del polifenol (3). La via enzimatica
es mas regioselectiva, lo cual permite conservar el poder
antioxidante, mejorando la solubilidad y estabilidad del
flavonoide.

En el presente trabajo se evalué la especificidad y
regioselectividad de la esterasa Stcl con acetilados de
diferentes grupos de sustratos divididos en: hidroxicindmicos
(acetilados de feralico, cumarico, caféico y cafeato de
bornilo), naftoles (a y B-naftil acetato), nicleos esteroidales
(acetilado de colesterol y amirina), flavonoides (quercetina,
hespertina, catequina y epicatequina), monofenoles
(acetilado de TBHQ, vainillina, p-nitrofenol y diacetilado de
hidroxiquinona) y acido kojico).

Metodologia. Clonacion y expresion- El gen stcl se
amplific6 por PCR a partir de cDNA obtenido del
aislamiento de mRNA. Se subclond dentro del vector
pPICZa-B, que contiene un promotor inducible por metanol.
El vector obtenido pPICZastcl se linearizo y se utilizé para
transformar P. pastoris X33. Las clonas Pichia
X33/pPICZastcl se crecieron a 30°C en medio BMGY y se
transfirieron al medio BMMY, se crecieron e indujeron con
0.5% de metanol por dia, tras lo cual se cuantifico la
actividad de esterasa en el sobrenadante con a-naftilacetato.
Acetilacion de compuestos- Se realizd por métodos
convencionales.

Ensayo enzimatico- Los sustratos se disolvieron en 1 mL de
acetona y se agregaron 400pL de enzima en buffer de

fosfatos 0.1M, pH 7.5 y 2 mL adicionales de buffer. Se
incubaron por 48hrs a 300rpm.

Extraccién de compuestos e identificacién cualitativa- La
reaccion se detuvo y se agregé 1mL de acetato de etilo, se
extrajeron los productos y se observaron por CCF revelada
con DPPH y Sulfato Cérico.

Caracterizacion de productos por métodos
espectroscopicos- Se realizo espectrometria de masas (ESI),
'H RMN y se compararon con estandares auténticos.
Resultados y discusion.

En la siguiente figura se observa la estructura general de
cada grupo de sustratos.
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En CCF se observo que la enzima fue capaz de hidrolizar
eficientemente el diacetilado de hidroxiquinona, ésteres de p-
nitrofenol, a-naftil acetato, todos los flavonoides y acido
kojico. Los productos obtenidos fueron evaluados por
espectrometria de masas. La desacetilacion de los
flavonoides y 4&cido kojico no fue total, generando
compuestos parcialmente acetilados que conservaron el
poder antioxidante.

Conclusiones. La desacetilacién parcial realizada por la
enzima sobre flavonoides y &cido kojico generd productos
que conservan el poder antioxidante y muy posiblemente con
mejores propiedades de estabilidad y solubilidad. Seria
interesante realizar la inmovilizacion de la enzima para
llevar a cabo la desacetilacion parcial de los flavonoides
evaluados. También se puede realizar la esterificacion de
flavonoides con grupos de cadena mas larga como é&cido
oleico 6 laurico, que aumente solubilidad de éstos en fases
no-polares.
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