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Introduccion. El &cido ferulico tiene valor comercial por su
actividad bioldgica y por ser precursor de aromas (1). Su
liberacidn selectiva por enzimas tipo feruloil esterasa (EC
3.1.1.73) facilitan su recuperacion a partir de material
vegetal. Sin embargo, estas enzimas no liberan acido fertlico
por si mismas pues en la pared celular de las plantas hay una
gran variedad de material polimérico (celulosa, pectina,
lignina, etc.). De esta manera, es necesario emplear enzimas
hidroliticas (pectinasas, xilanasas, etc.) que ayuden a liberar
oligosacaridos feruloilados que después son usados como
sustrato de las feruloil esterasas (2). Utilizamos un método
rapido y sencillo que permite seleccionar un mayor nimero
de cepas en menor tiempo. El objetivo de este trabajo fue
seleccionar cepas de hongos filamentosos capaces de
producir enzimas tipo feruloil esterasa y pectinasas
utilizando medios selectivos y metodologias por halos de
hidrdlisis.

Metodologia. Se cultivaron 13 cepas de hongos
filamentosos en cajas de Petri utilizando medio de Bacto
Agar (1%) con etil ferulato como sustrato (0.738 g/L). Las
cajas se inocularon por triplicado con 5 pl de una suspension de
esporas (10" esporas/mL) preparada con Tween 80 (0.01 %) y
se incubaron a 30 °C durante 12 d. Para detectar el rompimiento
del enlace éster se utilizd un indicador de pH (verde de
bromocresol) inundando la caja Petri (3). Una pectinasa
comercial proveniente de un extracto enzimatico de Aspergillus
niger (Poligalacturonasa, EC 3.2.1.15, Sigma-Aldrich), fue
utilizada como control positivo de la técnica de revelado (3).
La actividad pectinasa se determind inoculando en cajas de
Petri (10" esporas/mL) sobre un medio con agar
bacterioldgico (15 g/L) y pectina (2 g/L). Se incubé a 30 °C
por 4 d y al término del cultivo se inundaron las placas con
bromuro de hexadecil-trimetil-amonio al 1 % (HTAB,
Sigma-Aldrich), el analisis se realizé por cuadruplicado. Se
tomaron muestras que fueron analizadas por cromatografia
en capa fina y se eluyeron con una mezcla de metanol:
cloroformo (1:49, v/v).

Resultados y discusion. De los 13 hongos filamentosos
evaluados, la cepa V12307 (no identificada), present6
crecimiento en el medio selectivo de Bacto Agar y etil
ferulato. Al adicionar la solucién indicadora de verde de
bromocresol se presentd un halo de hidrdlisis (Figura la y
1b) que indicé la presencia de una actividad tipo feruloil
esterasa y la liberacién de acido ferulico. En la cepa V12307
también se observo actividad pectinasa, la cepa presentd

crecimiento en el medio con pectina y produjo halo de
hidrolisis tipica de esta actividad enzimatica (Figura 1c).
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Figura 1. . Halo de hidrélisis (a) de la actividad feruloil esterasa
para la enzima comercial (b) la cepaV12307 (c) la actividad
pectinasa de la cepa

Por cromatografia en capa fina se obtuvé el Ry del etil
ferulato (0.69) y del acido ferdlico (0.09). Se coloco una
muestra del halo de hidrdlisis y de la zona no hidrolizada
para observar la presencia de acido ferdlico, el cual se
detecto en la zona hidrolizada.

Se calcul6 el indice de potencia de hidrolisis para la
actividad feruloil esterasa (6) vy pectinasa (91). La cepa
seleccionada tiene un potencial importante para liberar acido
ferdlico a partir de dicotiledéneas, como la pulpa de café, ya
que presenta las dos actividades enzimaticas deseadas,
feruloil esterasas y pectinasa.

Conclusiones. La metodologia usada permitié seleccionar
una cepa con actividad feruloil esterasa y pectinasa. Una
primer analisis morfologico indic6 que pertenece al género
Aspergillus. Se explorara el potencial de aplicacion de esta
cepa para la liberacion de 4&cidos hidroxicindmicos
esterificados a la pared celular de dicotiledoneas.
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