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Introduccién. Las feruloil esterasas son enzimas que
participan en la degradacion de la pared celular de los
vegetales al hidrolizar el enlace éster presente entre los
azlcares y los compuestos fendlicos. Enzimas de este
tipo tienen una gran aplicacion en el aprovechamiento de
productos y residuos agro-industriales W La cepa de
Bacillus flexus NJY2 fue aislado a partir del nejayote de
maiz, residuo de un elevado pH (10-14) por lo que este
microorganismo tiene la capacidad de desarrollarse en
condiciones alcalinas extremas®. El presente trabajo
tiene como objetivo la caracterizacion de la feruloil
esterasa del Bacillus flexus NJY2.

Metodologia . El microorganismo fue conservado en
medio lowa Il modificado utilizando pericarpio de maiz
(20 g/L), extracto de levadura (5 g/L) y Ca(OH), (15 g/L).
Para los ensayos se realizaron fermentaciones en dos
etapas, la primera de 24 horas y la segunda por 48 horas
para obtener las células por centrifugacion y lavadas con
buffer MOPS 100 mM pH 7. Para el estudio de induccion
se emplearon medios con fuentes complejas de carbono
como xilano, pericarpios de maiz, trigo y arroz y medio
LB. La actividad enzimatica fue determinada utilizando p-
nitrofenilferulato  (PNFF) como sustrato ®  La masa
molecular se determind mediante SDS-PAGE en geles
de acrilamida al 16% en buffer de Tricina. Se realizaron
zimogramas usando etilferulato como sustrato @

Resultados . La actividad enzimatica fue determinada en
el sobrenadante de fermentacion (2.2 mU/mg proteina) y
principalmente asociada a células (56 mU/mg proteina).
Se determiné la actividad esterasa asociada a células
cuando el microorganismo se creci6 en medios cuya
fuente de carbono contenia &cido ferulico (AF) como el
pericarpio de maiz, trigo y arroz, y medio LB adicionado
con AF (1 g/L)y se encontré que la actividad no diferia
encontrandose alrededor de 67 U/mg de proteina. Sin
embargo, cuando se utilizaron medios sin acido ferulico
como Xxilano y medio LB, la actividad enzimatica se redujo
entre 40 y 50%. Se determiné el efecto del pH sobre la
actividad enzimética. Para lo anterior se utilizaron células
en reposo metabodlico obtenidas a pH 7 y 10. El pH
optimo para la hidrélisis de PNFF en el caso de las
células obtenidas bajo condiciones neutras fue de 6
mientras que el de las obtenidas bajo condiciones

alcalinas fue de 8. El pH 6ptimo de la enzima libre fue de
6 independientemente del pH del medio donde fueron
obtenidas. Lo anterior indica que el microorganismo no
produce feruloil esterasas resistentes a pH alcalino, pero
crea mecanismos para protegerlas de la alcalinidad
manteniendo su actividad. Los alcaléfilos facultativos
crecidos bajo condiciones neutras se autolizan en pH
alcalino dejando expuestas las enzimas al medio de
reacciéon. Por otro lado, cuando crecen en condiciones
alcalinas, la pared celular es mas gruesa y con cargas
negativas para soportar la alcalinidad ®) A través de
SDS-PAGE se determiné que la masa molecular de la
proteina con actividad esterasa fendlica es de 9.8 kDa.

Conclusiones . La feruloil esterasa de Bacillus flexus se
encuentra asociada posiblemente a la membrana celular.
El &cido ferulico en concentraciones menores a 1 g/L
tiene un efecto estimulatorio en la produccién de la
enzima. La feruloil esterasa de B. flexus no actla a pH's
alcalinos, la célula crea mecanismos para protegerla del
medio de reaccion manteniendo su actividad. La masa
molecular de la enzima es de 9.8 kDa. La enzima
hidrolizé ésteres sintéticos como el metilferulato,
etilferulato y MUTMAC. Este es el primer reporte de una
feruloil esterasa procedente de una bacteria alcaldfila.
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