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DESCRIPCIÓN 
 

Enzimas con actividad ácido clorogénico esterasa y actividad feruloil esterasa 
 

[0001] Se describen enzimas que tienen actividad ácido clorogénico esterasa y actividad feruloil esterasa, es 5 
decir, que tienen actividad de hidrólisis y síntesis de ácido clorogénico y ésteres de ácido hidroxicinámico, obtenidas 
de los basidiomicetos Ustilago maydis (UmChIE), Rhizoctonia solani (RsChIE), Schizophyllum commune (ScFae1 y 
ScFae3) y derivados de los mismos, respectivamente. Se describen ácidos nucleicos, vectores de expresión y células 
hospedadoras que comprenden las secuencias de ácidos nucleicos, así como procedimientos para preparar y usar la 
enzima, p. ej., sobre sustratos sintéticos, así como naturales complejos, tales como pectina de remolacha azucarera, 10 
salvado de trigo desalmidonado y pulpa de café. Se describe el uso de enzimas que tienen actividad ácido clorogénico 
esterasa y/o actividad feruloil esterasa, en particular, enzimas con tales actividades obtenidas de basidiomicetos, para 
el reblandecimiento de masas, así como productos alimenticios que comprenden dichas enzimas. 
 
[0002] Las paredes celulares de las plantas consisten en un conjunto complejo de polisacáridos que incluyen 15 
celulosa, hemicelulosa y pectina. Esta red de polisacáridos forma estructuras tridimensionales que contienen 
hidroxicinamatos con enlaces éster (1). Estos ácidos fenólicos (ácido cafeico, ferúlico y p-cumárico) afectan no solo a 
la rigidez y las propiedades mecánicas de la pared celular, sino que también juegan un papel en la defensa de las 
plantas (2). Están enlazados de manera diferente a residuos de azúcares en las plantas: (A) en gramíneas tales como 
trigo, cebada o maíz, los ferulatos y p-cumaratos se encuentran principalmente esterificados a la posición O-5 de los 20 
residuos de arabinosa, mientras que (B) en la pectina de las dicotiledóneas, tales como espinaca o remolacha 
azucarera, el ácido ferúlico está esterificado a la posición O-2 de los residuos de arabinosa y a la posición O-6 de los 
residuos de galactosa (3). Asimismo, los hidroxicinamatos también existen como conjugados de ésteres solubles de 
ácido quínico, siendo el ejemplo más conocido el ácido clorogénico (4). Hay presentes concentraciones 
particularmente altas de ácido clorogénico en el café, la manzana, la pera y el tubérculo de patata (4). Especialmente 25 
las industrias sanitaria, cosmética y farmacéutica están interesadas en los hidroxicinamatos debido a sus propiedades 
anticarcinogénicas, antinflamatorias y antioxidantes (5). Por consiguiente, las enzimas capaces de liberar estos 
compuestos fenólicos son de especial interés para su posible uso industrial y médico. 
 
[0003] Un grupo de estas enzimas son las feruloil esterasas (FAE; EC 3.1.1.73), una subclase de las hidrolasas 30 
de éster carboxílico (EC 3.1.1). Estas hidrolizan el enlace éster entre el ácido ferúlico o ácidos cinámicos relacionados 
y los polisacáridos complejos de la pared celular de las plantas (6). A lo largo de los años, se aisló y caracterizó un 
gran número de FAE, principalmente a partir de bacterias, levaduras y hongos (7-10). Crepin y col. (10) desarrollaron 
un sistema de clasificación para las FAE dividiéndolas en cuatro tipos (A-D) en base a su especificidad de sustrato 
soportada por la identidad de secuencia primaria. Las FAE de Tipo A son activas sobre ferulato de metilo (MFA),p-35 
cumarato de metilo (MpCA), sinapato de metilo (MSA), pero no sobre cafeato de metilo (MCA). Por el contrario, las 
FAE de Tipo B hidrolizan MFA, MpCA y MCA, mientras que las Tipo C y D actúan sobre los cuatro sustratos. Solo el 

Tipo A y D son capaces de liberar diferulatos de sustratos complejos. 
 
[0004] Sin embargo, había tan solo unos cuantos estudios que se centraron en la ácido clorogénico hidrolasa 40 
(EC 3.1.1.42). Hasta la fecha, se ha publicado un número pequeño de ácido clorogénico esterasas, todas de 
Aspergillus sp. Schobel y Pollmann (11, 12) aislaron y caracterizaron parcialmente un ácido clorogénico esterasa 
específica a partir de una preparación de enzima pectinolítica de Aspergillus niger. Más recientemente, Asther y col. 
(13) demostraron la eficacia de otra enzima de A. niger para liberar ácido cafeico a partir de subproductos industriales 
tales como pulpa de café y orujo de manzana. El gen correspondiente fue sobreexpresado homogéneamente por 45 
Benoit y col. (14), y se compararon las propiedades de la enzima recombinante y natural. Adachi y col. indujeron un 
ácido clorogénico esterasa en micelios de Aspergillus sojae indistintamente con café en polvo o pulpa de café (15). 
Un éster de ácido hidroxicinámico hidrolasa de Aspergillus japonicus (16) y una cinamato esterasa de A. niger (17) 
también hidrolizaban el ácido clorogénico. Adicionalmente, se demostró actividad frente al ácido clorogénico para la 
feruloil esterasa FAEB de A. niger (18), AoFaeB y AoFaeC de Aspergillus oryzae (19), TsFaeC de Talaromyces 50 
stipitatus (20) y Fae1A de Anaeromyces mucronatus (21). Couteau y col. (22) aislaron y caracterizaron bacterias 
colónicas humanas que actúan sobre el ácido clorogénico. 
 
[0005] A la vista de esto, los inventores solucionaron el problema de proporcionar una nueva enzima que tenga 
actividad ácido clorogénico esterasa y/o actividad feruloil esterasa con características y especificidad de sustrato 55 
alternativas que se pueda usar , p. ej., para generar los productos correspondientes. Por ejemplo, el hidroxicinamato 
puede ser liberado de subproductos industriales. Asimismo, sorprendentemente encontraron nuevas aplicaciones de 
las enzimas que tienen actividad ácido clorogénico esterasa y/o actividad feruloil esterasa, en particular, actividad 
ácido clorogénico esterasa, en la el horneado. 
 60 
[0006] Este problema se soluciona, p. ej., con la materia de las reivindicaciones. 
 
[0007] La presente descripción proporciona usos específicos de una enzima que tiene actividad fenilpropanoide 
esterasa, así como enzimas fenilpropanoide esterasas específicas. En particular, la descripción proporciona usos 
específicos de una enzima con actividad ácido clorogénico esterasa y/o actividad feruloil esterasa que comprende una 65 
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secuencia que tiene al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, 
o al menos 99 % de identidad de aminoácidos con la SEQ ID NO: 1.  
 
[0008] La descripción proporciona una enzima con actividad ácido clorogénico esterasa y/o actividad feruloil 
esterasa que comprende 5 
 

a. una secuencia que tiene al menos 85 % de identidad de aminoácidos con la SEQ ID NO: 1 y que no comprende 
la SEQ ID NO: 3, o 
b. una secuencia que tiene al menos 85 % de identidad de aminoácidos con la SEQ ID NO: 1 y que no comprende 
la SEQ ID NO: 19, o 10 
c. una secuencia que tiene al menos 85 % de identidad de aminoácidos con la SEQ ID NO: 22, o 
d. una secuencia que tiene al menos 85 % de identidad de aminoácidos con la SEQ ID NO: 26, o 
e. una secuencia que tiene al menos 85 % de identidad de aminoácidos con la SEQ ID NO: 30. 

 
[0009] La enzima comprende preferentemente una secuencia que tiene la SEQ ID NO: 1, y se designa UmChIE. 15 
También puede consistir en la SEQ ID NO: 1. En algunas realizaciones, la enzima que comprende la SEQ ID NO: 1 
no comprende la secuencia de señalización endógena de SEQ ID NO: 3. En otras realizaciones, es la secuencia de 
longitud completa de UmChIE proporcionada por los inventores (SEQ ID NO: 17), que incluye la secuencia señal. En 
una realización, la presente descripción no cubre una enzima que comprende la secuencia de SEQ ID NO: 19 
(Um00182.1, n.° de entrada de GenBank XP_756329.1). Una enzima con actividad ácido clorogénico esterasa y/o 20 

actividad feruloil esterasa que comprende una secuencia que tiene al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al 
menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, o al menos 99 % de identidad de aminoácidos con la SEQ ID NO: 1 
puede comprender también una leucina en la posición 492 de la secuencia (calculada con respecto a las posiciones 
en la SEQ ID NO: 19).  
 25 
[0010] Preferentemente, la enzima tiene actividad ácido clorogénico esterasa, más preferentemente, la enzima 
tiene actividad ácido clorogénico esterasa y actividad feruloil esterasa, en particular actividad feruloil esterasa de tipo 
B (Crepin y col., 2004). Preferentemente, la actividad de la enzima es comparable (p. ej., al menos 70 % de actividad, 
al menos 80 % de actividad o al menos 90 % de actividad) a la actividad sobre al menos un sustrato diferente como 
se muestra para UmChIE, preferentemente, sobre todos los sustratos investigados en el Ejemplo 1. 30 
 
[0011] Sorprendentemente, los inventores detectaron actividad ácido clorogénico esterasa en un 
basidiomiceto, Ustilago maydis, y fueron capaces de aislar la enzima responsable, UmChIE, a pesar de los problemas 

con la producción de melanina cuando se usaba medio de nutrición estándar. Solo ciertas condiciones de cultivo 
específicas, que inducían actividades esterasa superiores y evitaban la producción de melanina, permitieron la 35 
purificación de la enzima. Se encontró que la enzima tiene una especificidad de sustancia excepcionalmente amplia, 
ya que tiene actividad feruloil esterasa además de actividad ácido clorogénico esterasa. La enzima se secuenció y 
caracterizó por completo. 
 
[0012] La masa molecular de la enzima novedosa, como se determina mediante SDS-PAGE desnaturalizante, 40 
es preferentemente 71 kDA, como se muestra para el ácido clorogénico esterasa aislada de U. maydis (Fig.1, carril 

2). La masa aparente de la enzima natural estimada mediante cromatografía de exclusión molecular demuestra que 
UmChIE es un monómero. UmChIE difiere, por tanto, de las otras enzimas ácido clorogénico esterasas descritas en 
la bibliografía. Mientras que Asther y col. (13) y Adachi y col. (15) identificaron las ácido clorogénico hidrolasas 
naturales como homodímeros de aproximadamente 2 x 80 kDa, Benoit y col. (14) sugirió que la enzima de A. niger 45 

recombinante existe como una forma tetramérica. Schobel y Pollmann (12) caracterizaron la segunda ácido 
clorogénico esterasa conocida de A. niger también como un tetrámero (4 x 60 kDa), mientras que Okamura y 
Watanabe (16) describieron la éster de ácido hidroxicinámico hidrolasa de A. japonicus como un monómero de 
145 kDa. 
 50 
[0013] La secuencia corresponde en gran medida a la proteína hipotética Um00182.1 (SEQ ID NO: 19) de U. 
maydis 521 (n.° de entrada de GenBank XP_756329.1), que fue comentada mediante un proyecto genómico y 

clasificada aproximadamente como un miembro de la superfamilia de esterasas-lipasas que contiene una región 
específica para las carboxilesterasas. No se disponía de información adicional sobre esta secuencia antes de la 
presente invención, p. ej., no hay indicios de que la proteína se hubiera preparado y aislado nunca, y no había 55 
información sobre su glicosilación o sobre su actividad enzimática real. 
 
[0014] La secuencia codificante completa de UmChIE, como la proporcionan los inventores, tiene una longitud 
de 1758 pb, lo que corresponde a una proteína de 585 aminoácidos (aa). La secuencia de aa completa de UmChIE 
(SEQ ID NO: 17) purificada a partir de U. maydis por los inventores posee tres diferencias a nivel de nucleótidos que 60 
conducen a un cambio a nivel de nucleótidos en la posición 492 (prolina a leucina) en comparación con la secuencia 
de Um00182. La secuencia de UmChIE presentó la similitud (89 %) e identidad (81 %) máximas con una 
caboxilesterasa dePseudozyma hubeiensis SY62 (n.° de entrada de GenBank GAC96757). Por el contrario, solo se 
obtuvo 29 % de identidad con una secuencia de aa del ácido clorogénico hidrolasa CHIE de A. niger (n.° de entrada 
de GenBank DQ993161). Se identificó un péptido señal de 21 aa en el extremo amino de la secuencia de UmChIE en 65 
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base a la predicción usando el programa en red SignalP 4.01. Se calculó que la masa molecular prevista de la proteína 
madura es 63,7 kD usando la herramienta Compute p//Mw de ExPASy. La discrepancia con la masa molecular 
deducida a partir de SDS-PAGE desnaturalizante (71 KD) indicó una proteína glicosilada. Se identificaron nueve 
posibles sitios de N-glicosilación en las posiciones 5, 109, 151, 298, 308, 370, 387, 487 y 558 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/). El tratamiento con endoglicosilasa H da como resultado una proteína 5 
desglicosilada de aproximadamente 63 kDa (Fig. 1, carril 3), lo que sugiere que la UmChIE contiene oligosacáridos 
con alto contenido de manosa enlazado a Asn. Se describieron resultados similares para la ácido clorogénico hidrolasa 
CHIE de A. niger (14). Para CHIE, la glicosilación provocó una diferencia de masa de 25 kD. Por consiguiente, UmChIE 
tiene un grado de N-glicosilación inferior a ChIE Esto también explica la termolabilidad de UmChIE mostrada más 
adelante, ya que se ha descrito que la N-glicosilación es importante no solo para el plegamiento proteico, sino también 10 
para la termoestabilidad (55).  
 
[0015] La secuencia de la UmChIE contiene un motivo G-X-S-X-G (Fig. 3) característico de la familia de las 
serina esterasas (56, 57). Aquí, el motivo G-Q-S-A-G es el mismo que en la secuencia de CHIE. Este motivo también 
se encontró en las feruloil esterasas de P. eryngii PeFaeA (29) y P. sapidus Est1 (25), mientras que otra feruloil 15 
esterasa a menudo posee G-H-S-L-G y G-C-S-T-G como motivos conservados (19, 58). La tríada catalítca de UmChIE 
está previsto que consista en Ser228, Glu360 e His497 (http://pfam.sanger.ac.uk/). Asimismo, ChIE contiene una tríada 
catalítica de Ser-Glu-His, mientras que el ácido clorogénico esterasa de N. crassa (n.° de entrada de GenBank 
EAA32507.3) comentada presentaba el ácido glutámico sustituido por ácido aspártico (Fig. 3). Udatha y col. (48) 

describieron una tríada catalítica de Ser-Asp-His para 324 secuencias de feruloil esterasas analizadas. 20 
No obstante, también se conocían dos feruloil esterasas que contenían una tríada catalítica de Ser-Glu-His (25, 29). 
Por consiguiente, en base a la secuencia, no se podría haber previsto que la UmChIE es una ácido clorogénico 
esterasa. 
 
[0016] La enzima puede tener una o más de las características siguientes, preferentemente, todas las 25 
características enumeradas en a) a j), opcionalmente, todas ellas: 
 

a) no glicosilada o glicosilada en los sitios de N-glicosilación 1,2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 o 9; 
b) monomérica; 
c) actividad ácido clorogénico esterasa a aproximadamente pH 3-10; 30 
d) pH óptimo de actividad ácido clorogénico esterasa a aproximadamente pH 5,5-9,5, lo más preferentemente a 
aproximadamente pH 7,5; 
e) estabilidad a pH 4-10; 
f) actividad feruloil esterasa sobre los sustratos p-cumarato de metilo, ferulato de metilo y cafeato de metilo, pero 
no sinapato de metilo; 35 
g) pi de aproximadamente 3,0; 
h) estabilidad térmica hasta aproximadamente 40 °C; 
i) actividad óptima a aproximadamente 37 C; 
j) actividad óptima a aproximadamente NaCl 0,1-3 M, preferentemente, NaCl 1-3 M o aproximadamente NaCl 3 M; 
y/o 40 
k) que comprende una cola de afinidad adecuada para la purificación, tal como una cola de His, preferentemente, 
en el extremo carboxilo. 

 
[0017] En el contexto de la invención, el término “aproximadamente” está destinado a ser entendido como “+/-
10 %”. Si “aproximadamente” se refiere a un intervalo, se refiere tanto al límite inferior como superior del intervalo. 45 
“Un/a” está destinado a significar “uno/a o más”, si no se menciona explícitamente de otro modo. 
 
[0018] En otra realización, opción c anterior, la enzima comprende preferentemente una secuencia que tiene 
al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, o al menos 99 % de 
identidad de aminoácidos con la SEQ ID NO: 22 o, preferentemente, que tiene la SEQ ID NO: 22. La enzima que tiene 50 
la SEQ ID NO: 22 se designa RsChIE. También puede consistir en la SEQ ID NO: 22. En algunas realizaciones, la 
enzima que comprende la SEQ ID NO: 22 no comprende la secuencia de señalización endógena que está 
comprendida adicionalmente en la SEQ ID NO: 23. En otras realizaciones, comprende la secuencia de longitud 
completa de RsChIE proporcionada por los inventores (SEQ ID NO: 23), que incluye la secuencia señal. 
 55 
[0019] Preferentemente, la enzima tiene actividad ácido clorogénico esterasa, más preferentemente, la enzima 
tiene actividad ácido clorogénico esterasa y actividad feruloil esterasa, en particular, actividad feruloil esterasa de tipo 
B. Preferentemente, la actividad de la enzima es comparable (p. ej., al menos 70 % de actividad, al menos 80 % de 
actividad o al menos 90 % de actividad) a la actividad sobre al menos un sustrato como se muestra para RsChIE, 
preferentemente, sobre todos los sustratos investigados en el Ejemplo 2. 60 
 
[0020] Tras haber encontrado actividad ácido clorogénico esterasa en el basidiomiceto Ustilago maydis, y ser 
capaces de aislar la enzima responsable, UmChIE, investigaron un basidiomiceto adicional, Rhizoctonia solani, para 
determinar la presencia de un ácido clorogénico esterasa y amplificar satisfactoriamente su secuencia. Se encontró 
que la enzima, RsChIE, tiene una especificidad de sustancia excepcionalmente amplia, comparable a UmChIE, ya que 65 
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tiene actividad feruloil esterasa además de actividad ácido clorogénico esterasa. La enzima se secuenció y caracterizó 
por completo. 
 
[0021] La masa molecular de la enzima novedosa obtenida de RsChIE, como se determina mediante SDS-
PAGE desnaturalizante, es preferentemente aproximadamente 70 kDA. 5 
 
[0022] La secuencia codificante completa de RsChIE, como la proporcionan los inventores, tiene una longitud 
de 1692 pb, lo que corresponde a una proteína de 563 aminoácidos (aa). Se identificó un péptido señal de 38 aa en 
el extremo amino de la secuencia de RsChIE. Se calculó que la masa molecular prevista de la proteína madura es 
56,9 kD usando la herramienta Compute p//Mw de ExPASy. La discrepancia con la masa molecular deducida a partir 10 
de SDS-PAGE desnaturalizante (70 KD) indicó una proteína glicosilada. 
 
[0023] La enzima que comprende una secuencia que tiene al menos 85 % de identidad de aminoácidos con la 
SEQ ID NO: 22 puede tener una o más de las características siguientes, preferentemente, todas las características 
enumeradas en a) a g): 15 
 

a) glicosilación; 
b) actividad ácido clorogénico esterasa a aproximadamente pH 3-7,5; 
c) pH óptimo de actividad ácido clorogénico esterasa a aproximadamente pH 5,5-6,5, lo más preferentemente a 
aproximadamente pH 6; 20 
d) actividad feruloil esterasa sobre los sustratos p-cumarato de metilo, ferulato de metilo y cafeato de metilo, pero 
no sinapato de metilo; 
e) estabilidad térmica hasta aproximadamente 40 °C; 
f) actividad óptima a aproximadamente 30 °C; y/o 
g) que comprende una cola de afinidad adecuada para la purificación, tal como una cola de His, preferentemente, 25 
en el extremo carboxilo. 

 
[0024] Los inventores identificaron y prepararon enzimas adicionales de S. commune. Sorprendentemente, 
encontraron que estas enzimas, ScFae1 y ScFae3, también tenían ambas actividad feruloil esterasa y actividad ácido 
clorogénico esterasa. Por tanto, en otra realización, opciones d y e anteriores, la enzima comprende preferentemente 30 
una secuencia que tiene al menos 85 %, al menos 90 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 
98 %, o al menos 99 % de identidad de aminoácidos con la SEQ ID NO: 26 o 30. Preferentemente, tiene la SEQ ID 
NO: 26 o 30. La enzima que tiene la SEQ ID NO: 26 se designa ScFae1. También puede consistir en la SEQ ID NO: 
26. La enzima que tiene la SEQ ID NO: 30 se designa ScFae3. También puede consistir en la SEQ ID NO: 30. En 
algunas realizaciones, la enzima que comprende la SEQ ID NO: 26 o 30 no comprende la secuencia de señalización 35 
endógena que está comprendida adicionalmente en la SEQ ID NO: 27 o 31. En otras realizaciones, comprende la 
secuencia de longitud completa de ScFae1 y ScFae3 proporcionada por los inventores (SEQ ID NO: 27 o 31), que 
incluye la secuencia señal.  
 
[0025] Preferentemente, estas enzimas tienen actividad feruloil esterasa, en particular, actividad feruloil 40 
esterasa de tipo C y D. Más preferentemente, la enzima tiene actividad ácido clorogénico esterasa y actividad feruloil 
esterasa. Preferentemente, la actividad enzimática es comparable (p. ej., al menos 70 % de actividad, al menos 80 % 
de actividad o al menos 90 % de actividad) a la actividad sobre al menos un sustrato como se muestra para ScFae1 y 
ScFae3. 
 45 
[0026] La secuencia codificante completa de ScFae1, como la proporcionan los inventores, tiene una longitud 
de 1572 pb, lo que corresponde a una proteína de 523 aminoácidos (aa). Se identificó un péptido señal de 24 aa en 
el extremo amino de la secuencia de ScFae1.  
 
[0027] La secuencia codificante completa de ScFae3, como la proporcionan los inventores, tiene una longitud 50 
de 1569 pb, lo que corresponde a una proteína de 522 aminoácidos (aa). Se identificó un péptido señal de 23 aa en 
el extremo amino de la secuencia de ScFae3.  
 
[0028] La enzima que comprende una secuencia que tiene al menos 85 % de identidad de aminoácidos con la 
SEQ ID NO: 26 o 30 puede tener una o más de las características siguientes, preferentemente, todas las 55 
características enumeradas en a) a f): 
 

a) glicosilación; 
b) actividad feruloil esterasa a aproximadamente pH 3-9,5; 
c) pH óptimo de actividad feruloil esterasa a aproximadamente pH 4,5-9,5, lo más preferentemente a 60 
aproximadamente pH 5-8,5; 
d) actividad feruloil esterasa sobre los sustratos p-cumarato de metilo, ferulato de metilo, cafeato de metilo y 

sinapato de metilo; 
e) estabilidad térmica hasta aproximadamente 50 °C; 
f) actividad óptima a aproximadamente 30-50 °C, preferentemente aproximadamente 39-43 °C; y/o 65 
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que comprende una cola de afinidad adecuada para la purificación, tal como una cola de His, preferentemente, en el 
extremo carboxilo. 
 
[0029] La enzima que comprende una secuencia que tiene al menos 85 % de identidad de aminoácidos con la 5 
SEQ ID NO: 26 o 30 tiene la actividad máxima para reaccionar con p-cumarato de metilo (100 %). La actividad en el 
ácido clorogénico esterasa es aproximadamente 10 % de la actividad sobre éster metílico de ácido cumárico. Las 
enzimas son preferentemente FAE de tipo C o D, ya que también pueden reaccionar con sinapato de metilo. Las 
actividades enzimáticas preferidas de las enzimas que tienen al memos 85 % de identidad de aminoácidos con la SEQ 
ID NO: 26 o 30 se presentan en los ejemplos más adelante. 10 
 
[0030] En algunas realizaciones, la enzima se puede obtener de un basidiomiceto y, si tiene al menos 85 % de 
identidad de secuencia con UmChIE, preferentemente del género Ustilago, lo más preferentemente de Ustilago 
maydis, o, si tiene al menos 85 % de identidad de secuencia con RsChIE, se puede obtener preferentemente de un 
basidiomiceto del género Rhitoctonia, más preferentemente R. solani. Alternativamente, se puede obtener de un 15 
basidiomiceto, preferentemente del género Schizophyllum, lo más preferentemente de Schizophyllum commune, y 

tener al menos 85 % de identidad de secuencia con ScFae1 o ScFae3. Los homólogos de otros basidiomicetos pueden 
ser obtenidos rutinariamente por el experto en la materia, p. ej., usando una sonda de la secuencia de nucleótidos que 
codifica la enzima de la invención para cribar un banco de ADNc del basidiomiceto en condiciones de severidad baja, 
severidad media o severidad alta, aislando así un ácido nucleico homólogo y expresando el mismo en una célula 20 
hospedadora adecuada. Alternativamente, se pueden emplear procedimientos de purificación, tales como una 
combinación de etapas cromatográficas, p. ej., cromatografía de intercambio aniónico sobre Q Sepharose FF, IEF 
preparativo, y una combinación de cromatografía de interacción hidrofóbica y cromatografía de afinidad, tal como 
cromatografía de afinidad en poliamida, para purificar enzimas homólogas de otros basidiomicetos. Los procedimientos 
adecuados se describen pormenorizadamente en los ejemplos.  25 
 
[0031] En otras realizaciones, la enzima se puede obtener mediante expresión recombinante en una célula 
hospedadora adecuada, p. ej., en levadura, preferentemente en los géneros Saccharomyces, Pichia, Kluyveromyces, 
Hansenula y Yarrowia, más preferentemente en Kluyveromyces lactis, Saccharomyces cerevisiae o 
Schizosaccharomyces pombe, y lo más preferentemente en Pichia Pastoris, p. ej., GS115 de Pichia pastoris. La 30 
producción satisfactoria de heterólogos de la enzima activa de la invención en P. pastoris, como se describe 
pormenorizadamente más adelante, abre un abanico de oportunidades para diversas aplicaciones y la modificación 
genética de enzimas. La identificación de los centros catalíticos y la comparación con enzimas conocidas simplifica 
adicionalmente la modificación genética de enzimas, p. ej., la generación de mutantes que solo tienen actividad ácido 
clorogénico esterasa o actividad feruloil esterasa, que tienen una especificidad de sustrato modificada, o aún mejor, 35 
tolerancia a, p. ej., pH alto o bajo, sales, iones metálicos o temperaturas elevadas. En general, para los mutantes 
modificados genéticamente que conservan la actividad enzimática de la UmChE, RsChIE, ScFae1 o ScFae3, 
respectivamente, se deben conservar los centros catalíticos y, preferentemente, los residuos que también entran en 
contacto con los sustratos, p. ej., residuos adyacentes a los residuos catalíticos, o los residuos que forman la cavidad 
catalítica. 40 
 
[0032] La presente descripción también se refiere a un ácido nucleico que codifica la enzima de la invención, 
es decir, una enzima con actividad ácido clorogénico esterasa y/o feruloil esterasa que tiene al menos 85 %, 
preferentemente, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de identidad de aminoácidos con la SEQ ID NO: 1. 
En particular, la descripción se refiere a un ácido nucleico que codifica una enzima con actividad ácido clorogénico 45 
esterasa y/o feruloil esterasa que tiene al menos 85 %, preferentemente, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % 
de identidad de aminoácidos con la SEQ ID NO: 1 que no comprende la SEQ ID NO: 4, o que no codifica una enzima 
que comprende la SEQ ID NO: 19. 
 
[0033] Sorprendentemente, los inventores encontraron que era ventajoso usar una secuencia señal heteróloga 50 
para la expresión. Por consiguiente, el ácido nucleico de la invención preferentemente no comprende la SEQ ID NO: 
4, la secuencia de ácidos nucleicos que codifica la secuencia señal natural. El ácido nucleico de la invención puede 
comprender la secuencia de U. maydis de SEQ ID NO: 2 que codifica la enzima de SEQ ID NO: 1 sin el péptido señal, 
o consistir en la misma, o puede comprender la secuencia de nucleótidos de longitud completa de U. maydis SEQ ID 
NO: 18. Preferentemente, no comprende una secuencia que codifica la proteína hipotética de la genoteca Um00182.1 55 
que tiene la SEQ ID NO: 19. 
 
[0034] El ácido nucleico de la invención también puede codificar una proteína de SEQ ID NO: 1 con una 
secuencia diferente de SEQ ID NO: 2 como consecuencia de la degeneración del código genético. 
 60 
[0035] La presente descripción también se refiere a un ácido nucleico que codifica la enzima adicional de la 
invención, es decir, una enzima con actividad ácido clorogénico esterasa y/o actividad feruloil esterasa que tiene al 
menos 85 %, preferentemente, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de identidad de aminoácidos con la SEQ 
ID NO: 22. 
 65 
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[0036] Sorprendentemente, los inventores encontraron que era ventajoso usar una secuencia señal heteróloga 
para la expresión. Por consiguiente, en una opción, el ácido nucleico de la invención no comprende la secuencia de 
ácidos nucleicos que codifica la secuencia señal natural. El ácido nucleico de la invención puede comprender la 
secuencia de R. solani de SEQ ID NO: 20 que codifica la enzima de SEQ ID NO: 22 sin el péptido señal, o consistir 
en la misma, o puede comprender la secuencia de nucleótidos de longitud completa de U. maydis SEQ ID NO: 21. El 5 
ácido nucleico de la invención también puede codificar una proteína de SEQ ID NO: 22 con una secuencia diferente 
de SEQ ID NO: 20 o la SEQ ID NO: 21 como consecuencia de la degeneración del código genético.  
 
[0037] La presente descripción también se refiere a un ácido nucleico que codifica la enzima adicional de la 
invención, es decir, una enzima con actividad ácido clorogénico esterasa y/o actividad feruloil esterasa que tiene al 10 
menos 85 %, preferentemente, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % de identidad de aminoácidos con la SEQ 
ID NO: 26 o la SEQ ID NO: 30. 
 
[0038] Sorprendentemente, los inventores encontraron que era ventajoso usar una secuencia señal heteróloga 
para la expresión. Por consiguiente, en una opción, el ácido nucleico de la invención no comprende la secuencia de 15 
ácidos nucleicos que codifica la secuencia señal natural. El ácido nucleico de la invención puede comprender la 
secuencia de S. commune de SEQ ID NO: 24 o SEQ ID NO: 28 que codifica la enzima de SEQ ID NO: 26 o SEQ ID 
NO: 30, respectivamente, sin el péptido señal, o consistir en las mismas, o puede comprender la secuencia de 
nucleótidos de longitud completa de U. maydis SEQ ID NO: 25 o 29. El ácido nucleico de la invención también puede 
codificar una proteína de SEQ ID NO: 26 o 30 con una secuencia diferente de la SEQ ID NO: 24 o 28 o la SEQ ID NO: 20 
25 o 29 como consecuencia de la degeneración del código genético. 
 
[0039] El ácido nucleico de la invención puede ser un vector de expresión que comprende el ácido nucleico 
que codifica la enzima de la invención, que está enlazado funcionalmente a un promotor heterólogo, p. ej., un promotor 
de alcohol oxidasa (AOX1), promotor de gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (GAP), promotor de alcohol 25 
deshidrogenasa (ADH), o promotor de galactosa (GAL), preferentemente un promotor de alcohol oxidasa (AOX1). El 
ácido nucleico que codifica la enzima está preferentemente enlazado funcionalmente a un ácido nucleico que codifica 
la secuencia señal heteróloga, p. ej., una señal de secreción de factor α tal como la señal de secreción de factor α de 
Saccharomyces cerevisiae, una señal de secreción de invertasa o una señal de secreción de lisozima.  

 30 
[0040] El enlace funcional requiere que las secuencias estén, ya que codifican aminoácidos, dentro del marco 
de lectura y, en general, que estén posicionadas de una manera que les permita realizar sus funciones previstas 
correspondientes. Por consiguiente, un promotor debe estar posicionado de manera que conduzca a la expresión de 
la proteína codificada por el ácido nucleico enlazado funcionalmente, y una secuencia señal debe conducir a la 
secreción de la proteína enlazada en la célula hospedadora seleccionada. Opcionalmente, la secuencia señal se 35 
puede cortar después de la secreción. 
 
[0041] Si el ácido nucleico no está enlazado a una secuencia señal, la proteína expresada se puede purificar a 
partir de las células hospedadoras, p. ej., después de lisar dichas células. Alternativamente, si la proteína expresada 
es secretada en el sobrenadante de cultivo, se puede purificar a partir del sobrenadante. 40 
 
[0042] Se puede incorporar una secuencia de nucleótidos que codifica una cola de afinidad, tal como una cola 
de hexahistidina, al extremo carboxilo o al extremo amino. Esto permite la purificación fácil de la enzima de la invención, 
p. ej., a partir de sobrenadante de cultivo, con una columna de afinidad adecuada, p. ej., una Ni-NTA. Alternativamente, 
se pueden emplear otros procedimientos de purificación, tales como cromatografía de intercambio aniónico sobre Q 45 
Sepharose FF, IEF preparativo y/o una combinación interacción hidrofóbica y cromatografía de afinidad, tal como 
cromatografía de afinidad en poliamida, o se pueden emplear los cultivos o sobrenadantes de cultivo como tales. 
 
[0043] La descripción también se refiere a una célula hospedadora adecuada, p. ej., como se mencionó 
anteriormente, que comprende el vector de expresión de la invención. Preferentemente, la célula hospedadora no es 50 
U. maydis, S. commune o R. solani, es decir, la célula hospedadora es heteróloga.  
 
[0044] Una característica sorprendente de la enzima de la descripción es su amplia especificidad de sustrato 
para ésteres de ácido clorogénico y/o ésteres de ácido ferúlico, que se describe pormenorizadamente en los ejemplos 
más adelante. La actividad ácido clorogénico esterasa y/o actividad feruloil esterasa se puede determinar como se 55 
describe en los ejemplos que se presentan más adelante. En particular, la actividad ácido clorogénico esterasa se 
determina mediante la capacidad de hidrolizar ácido clorogénico. La actividad feruloil esterasa se determina mediante 
la capacidad de hidrolizar el grupo 4-hidroxi-3-metoxicinamoilo (feruloilo) de un azúcar esterificado, que normalmente 
es arabinosa. Una enzima que tiene la actividad enzimática correspondiente puede tener al menos 10 %, al menos 
20 %, al menos 25 %, al menos 30 %, al menos 33,3 %, al menos 40 %, al menos 50 %, al menos 60 %, al menos 60 
70 %, al menos 80 %, al menos 90 % o al menos 100 % de la actividad correspondiente determinada para cualquiera 
de las enzimas descritas en los ejemplos que se presentan más adelante. También puede tener actividad superior. 
 
[0045] La descripción también proporciona el uso de una enzima con actividad ácido clorogénico esterasa y/o 
actividad feruloil esterasa que comprende una secuencia que tiene al menos 85 % de identidad con la SEQ ID NO: 1 65 

ES 2 813 684 T3

 



 
8 
 

para hidrolizar un sustrato y/o generar un producto seleccionado del grupo que comprende: 
 

(a) un ácido clorogénico, es decir, un éster de ácido quínico con un ácido fenilpropanoico seleccionado del grupo 
que consiste en ácido cafeico, ácido ferúlico y ácido p-cumárico, preferentemente, ácido cafeico; y/o 
 5 
(b) un éster de un sacárido o alcohol C1 o C2 con un ácido fenilpropanoico que opcionalmente comprende 
exactamente un metoxi en el anillo benzoico, donde el ácido fenilpropanoico es preferentemente ácido cafeico, 
ácido ferúlico o ácido p-cumárico, lo más preferentemente, ácido cafeico. 

 
[0046] La descripción también proporciona el uso de una enzima con actividad ácido clorogénico esterasa y/o 10 
actividad feruloil esterasa, donde la enzima se selecciona del grupo que comprende una enzima que tiene al menos 
85 % de identidad de aminoácidos con la SEQ ID NO: 22, una enzima que tiene al menos 85 % de identidad de 
aminoácidos con la SEQ ID NO: 26 y una enzima que tiene al menos 85 % de identidad de aminoácidos con la SEQ 
ID NO: 30, para hidrolizar un sustrato y/o generar un producto seleccionado del grupo que comprende: 
 15 

(a) un ácido clorogénico, es decir, un éster de ácido quínico con un ácido fenilpropanoico seleccionado del grupo 
que consiste en ácido cafeico, ácido ferúlico y ácido p-cumárico, preferentemente, ácido cafeico; y/o 
(b) un éster de un sacárido o alcohol C1 o C2 con un ácido fenilpropanoico que opcionalmente comprende 
exactamente un metoxi en el anillo benzoico, donde el ácido fenilpropanoico es preferentemente ácido cafeico, 
ácido ferúlico o ácido p-cumárico, lo más preferentemente, ácido cafeico. 20 

 
[0047] Preferentemente, la enzima se usa para hidrolizar uno o más de dichos sustratos, pero los inventores 
encontraron que, en condiciones adecuadas, la enzima también se puede usar para la reacción de síntesis. 
 
[0048] La descripción proporciona además un procedimiento para hidrolizar un sustrato seleccionado del grupo 25 
que comprende: 
 

(a) un éster de ácido quínico con un ácido fenilpropanoico seleccionado del grupo que consiste en ácido cafeico, 
ácido ferúlico y ácido p-cumárico, preferentemente, ácido cafeico; y/o 
(b) un éster de un sacárido o alcohol C1 o C2 con un ácido fenilpropanoico que opcionalmente comprende 30 
exactamente un metoxi en el anillo benzoico, donde el ácido fenilpropanoico es preferentemente ácido cafeico, 
ácido ferúlico o ácido p-cumárico, lo más preferentemente, ácido cafeico. 

 
[0049] Dicho procedimiento comprende una etapa donde una enzima con actividad ácido clorogénico esterasa 
y/o actividad feruloil esterasa que comprende una secuencia que tiene al menos 85 % de identidad de secuencia de 35 
aminoácidos con la SEQ ID NO: 1 se pone en contacto con dicho sustrato en condiciones adecuadas, tales como 
37 °C, pH 7,5. 
 
[0050] La descripción proporciona además un procedimiento para hidrolizar un sustrato seleccionado del grupo 
que comprende: 40 
 

(a) un éster de ácido quínico con un ácido fenilpropanoico seleccionado del grupo que consiste en ácido cafeico, 
ácido ferúlico y ácido p-cumárico, preferentemente, ácido cafeico; y/o 
(b) un éster de un sacárido o alcohol C1 o C2 con un ácido fenilpropanoico que opcionalmente comprende 
exactamente un metoxi en el anillo benzoico, donde el ácido fenilpropanoico es preferentemente ácido cafeico, 45 
ácido ferúlico o ácido p-cumárico, lo más preferentemente, ácido cafeico. 

 
[0051] Dicho procedimiento también comprende una etapa donde una enzima con actividad ácido clorogénico 
esterasa y/o actividad feruloil esterasa, donde la enzima se selecciona del grupo que comprende una enzima que tiene 
al menos 85 % de identidad de aminoácidos con la SEQ ID NO: 22, una enzima que tiene al menos 85 % de identidad 50 
de aminoácidos con la SEQ ID NO: 26 y una enzima que tiene al menos 85 % de identidad de aminoácidos con la 
SEQ ID NO: 30, se pone en contacto con dicho sustrato en condiciones adecuadas, tales como 30 °C, pH 6, para una 
enzima que tiene al menos 85 % de identidad de aminoácidos con la SEQ ID NO: 22. 
 
[0052] Los procedimientos relativos a los compuestos en (a) son de especial interés en el contexto de la 55 
invención. 
 
[0053] El sustrato puede ser un componente de un material natural. Si el sustrato es un componente de un 
material natural, el éster de (b) normalmente es un éster con un sacárido, tal como un polisacárido, p. ej., di- o 
trisacárido. El éster puede ser, p. ej., un mono-, di- y trisacárido feruloilado (F-A, F-AX, F-AXG). Los sustratos 60 
preferidos adicionales se describen en la parte experimental más adelante. 
 
[0054] La presente descripción proporciona además un procedimiento para preparar un producto seleccionado 
del grupo que comprende: 
 65 
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a) ácido quínico y/o 
b) un ácido fenilpropanoico que opcionalmente comprende exactamente un metoxi en el anillo benzoico, 
preferentemente, ácido cafeico, ácido ferúlico y/o ácido p-cumárico, lo más preferentemente, ácido cafeico y/o 
c) un sacárido tal como un mono- o polisacárido. 

 5 
[0055] Los productos del grupo a), b) y c) son productos de las reacciones de hidrólisis catalizadas por la 
enzima de la invención. Las condiciones adecuadas pueden ser determinadas por el experto en la materia o se 
describen en los ejemplos que se presentan más adelante, p. ej., 37 °C, pH 7,5. Como la enzima también puede, en 
ciertas condiciones, p. ej., descritas en los ejemplos que se presentan más adelante o en la bibliografía citada en esta 
memoria, sintetizar ésteres, la presente descripción proporciona además un procedimiento para preparar un producto 10 
seleccionado del grupo que comprende 
 

d) un éster de ácido quínico con un ácido fenilpropanoico seleccionado del grupo que consiste en ácido cafeico, 
ácido ferúlico y ácido p-cumárico, preferentemente, ácido cafeico; y/o 
e) un éster de un sacárido o alcohol C1 o C2 con ácido fenilpropanoico que opcionalmente comprende exactamente 15 
un metoxi en el anillo benzoico, p. ej., ácido cafeico, ácido ferúlico o ácido p-cumárico, preferentemente, ácido 
cafeico. 

 
[0056] Dichos procedimientos comprenden una etapa donde una enzima con actividad ácido fenilpropanoico 
esterasa, preferentemente, actividad clorogénico esterasa y/o actividad feruloil esterasa, que comprende una 20 
secuencia que tiene al menos 85 % de identidad de aminoácidos con la SEQ ID NO: 1 se pone en contacto con los 
eductos de la reacción catalizada, lo que genera el producto correspondiente en condiciones adecuadas. 
 
[0057] Alternativamente, dichos procedimientos comprenden una etapa donde una enzima con actividad ácido 
fenilpropanoico esterasa, preferentemente, actividad clorogénico esterasa y/o actividad feruloil esterasa, donde la 25 
enzima se selecciona del grupo que comprende una enzima que tiene al menos 85 % de identidad de aminoácidos 
con la SEQ ID NO: 22, una enzima que tiene al menos 85 % de identidad de aminoácidos con la SEQ ID NO: 26 y una 
enzima que tiene al menos 85 % de identidad de aminoácidos con la SEQ ID NO: 30, se pone en contacto con los 
eductos de la reacción catalizada, lo que genera el producto correspondiente en condiciones adecuadas.  
 30 
[0058] Dichos procedimientos comprenden opcionalmente una etapa adicional donde el producto se aísla. 
También se puede formular, p. ej., en una composición para aplicación cosmética o, preferentemente, en una 
composición farmacéutica para aplicación médica, p. ej., a un paciente humano. 
 
[0059] Se purificó hasta homogeneidad y se caracterizó una ácido clorogénico esterasa halotolerante 35 
extracelular de U. maydis, UmChIE. Se obtuvo una ácido clorogénico esterasa adicional, RsChIE, de R. solani, y se 
obtuvieron enzimas que están principalmente caracterizadas como feruloil esterasas, ScFae1 y ScFae3, de S. 
commune. Esto permitió el suministro de las enzimas de la invención. En comparación con las ácido clorogénico 
hidrolasas descritas anteriormente, dichas enzimas parecen presentar un perfil de sustratos más amplio. 
Especialmente, la capacidad para liberar no solo ácido cafeico, sino también ácido p-cumárico y ferúlico, de material 40 
de desecho agroindustrial, tal como pulpa de café, convierte a estas enzimas en candidatas atractivas para 
aplicaciones industriales. Los ácidos fenólicos liberados se pueden usar como precursores de aromas naturales o 
antioxidantes en alimentos y cosméticos. 
 
[0060] Un estudio reciente en ratones no confirmó algunos de los supuestos efectos beneficiosos del ácido 45 
clorogénico dietético; se encontró todo lo contrario a los indicios positivos anteriores (59). En función del resultado de 
este debate, la enzima de la invención podría proporcionar una herramienta general y eficaz para reducir los riesgos 
dietéticos implicados en el consumo de concentraciones superiores de ácido clorogénico. 
 
[0061] Una enzima de la invención se puede poner en contacto con un material natural, p. ej., alimentos, que 50 
puede ser para consumo humano o animal, tal como manzanas, peras y tubérculos de patata, o con material de 
desecho agroindustrial, tal como pulpa de café, salvado de trigo desalmidonado y remolacha azucarera. Por tanto, la 
invención proporciona un procedimiento para preparar un material natural tal como un alimento que comprende una 
cantidad reducida de un éster de ácido quínico con un ácido fenilpropanoico seleccionado del grupo que consiste en 
ácido cafeico, ácido ferúlico y ácido p-cumárico, preferentemente, ácido cafeico. La presente invención también 55 
proporciona un procedimiento para reducir los riesgo dietéticos que implica el consumo de ácido clorogénico, en 
particular, concentraciones altas del mismo, que comprende poner en contacto un producto alimenticio con una enzima 
con actividad clorogénico esterasa y/o actividad feruloil esterasa que comprende una secuencia que tiene al menos 
85 % de identidad de aminoácidos con la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 26 o SEQ ID NO: 30. 
 60 
[0062] La descripción también se refiere a un producto alimenticio, p. ej., un producto para horneado, tal como 
un producto alimenticio horneado o un producto alimenticio destinado al horneado, que comprende una enzima de la 
invención, donde dicha enzima puede comprender una secuencia que tiene al menos 85 % de identidad de 
aminoácidos con la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 26 o SEQ ID NO: 30. 
 65 
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[0063] Sorprendentemente, los inventores encontraron que las enzimas de la descripción, así como otras 
enzimas que tienen actividad ácido clorogénico esterasa y/o actividad feruloil esterasa, preferentemente al menos 
actividad ácido clorogénico esterasa, se pueden usar para el reblandecimiento de masas (es decir, la reducción de la 
resistencia de la masa). La enzima usada para el reblandecimiento de masas es preferentemente una enzima que 
tiene al menos 85 % de identidad de aminoácidos con la SEQ ID NO: 1 o una enzima que tiene al menos 85 % de 5 
identidad de secuencia de aminoácidos con la SEQ ID NO: 22. Lo más preferentemente, es una enzima de la invención 
como se describió anteriormente, p. ej., UmChIE o RsChIE. 
 
[0064] Los inventores también encontraron otras enzimas que tiene actividad ácido clorogénico esterasa y/o 
actividad feruloil esterasa, estas enzimas se obtienen preferentemente de un basidiomiceto, tal como Schizophyllum 10 
commune. ScFae1 y ScFae también se pueden usar para el reblandecimiento de masas. Una enzima que tiene al 
menos 85 % de identidad de secuencia con ScFAE1 o ScFae3, y que tiene preferentemente una actividad enzimática 
comparable al ácido clorogénico esterasa y/o feruloil esterasa también se puede usar para el reblandecimiento de 
masas. 
 15 
[0065] Por consiguiente, la descripción también proporciona un procedimiento para preparar un producto para 
horneado, que comprende poner en contacto masa del producto para horneado con una enzima que tiene actividad 
ácido clorogénico esterasa y/o actividad feruloil esterasa, preferentemente al menos actividad ácido clorogénico 
esterasa, donde la enzima se selecciona del grupo que comprende una enzima que tiene al menos 85 % de identidad 
de aminoácidos con la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO: 26 y SEQ ID NO: 30. Lo más preferentemente, es 20 
una enzima de la descripción como se describió anteriormente, p. ej., UmChIE o RsChIE. 
 
[0066] Las enzimas usadas para el reblandecimiento de masas en el contexto de la descripción están 
caracterizadas, por tanto, por su actividad ácido clorogénico esterasa y/o actividad feruloil esterasa, y se seleccionan 
del grupo que comprende UmChIE, RsChIE, ScFae1 y ScFae3 y enzimas con al menos 85 % de identidad de 25 
secuencia con cualquiera de dichas enzimas y que tienen una actividad enzimática comparable. 
 
[0067] Esta propiedad de reblandecimiento de masas se puede usar ventajosamente en varias aplicaciones de 
horneado, p. ej., para la reducción de la contracción de la masa. Preferentemente, las enzimas se usan para la 
preparación de galletas duras y galletitas saladas, donde pueden contribuir a la reducción de la contracción de la masa 30 
y de la deformación del producto horneado, para la preparación de masas de pizza, donde pueden mejorar las 
propiedades de moldeo y reducir la contracción de la masa. En la preparación de masa laminada (en láminas), p. ej., 
para cruasanes o bollería, las enzimas pueden mejorar las propiedades de extensión y laminado. 
 
[0068] Sin desear ceñirnos a la teoría, el efecto tecnológico puede estar basado en la capacidad reducida de 35 
la masa para retraer y adoptar la forma antes del moldeo, debido a la tensión reducida de la red de gluten-pentosano. 
 
[0069] Las enzimas se pueden usar en la preparación de masas junto con otras enzimas, p. ej., xilanasa y/o 
amilasa, o sin otras enzimas. 
 40 
[0070] Asimismo, la estabilidad significativa al pH de UmChIE en condiciones alcalinas hace que la enzima sea 
particularmente adecuada para el tratamiento de pulpa en la industria papelera (pulpa de papel). Se puede usar sola 
o en combinación con una o más enzimas diferentes, p. ej., una hemicelulasa, una xilanasa, una β-xilosidasa, una α-
arabinofuranosidasa o una pectinasa. Los inventores encontraron que la incubación simultánea de UmChIE con 
xilanasa de T. viride (0,025 U) aumentaba la cantidad de ácido ferúlico liberado de DSWB más de doces veces. Este 45 

resultado se puede explicar mediante la acción de endoxilanasas que producen xilooligosacáridos de cadena más 
corta que son sustratos más accesibles para las esterasas. 
 
[0071] En los procedimientos y usos de la descripción se pueden usar todas las enzimas específicas descritas 
anteriormente, lo que incluye una enzima que tiene la SEQ ID NO: 19. 50 
 
BREVE DESCRIPCIÓN DE LOS DIBUJOS 
 
[0072]  

 55 
La FIG. 1 muestra un análisis mediante SDS-PAGE del ácido clorogénico esterasa purificada (UmChIE) de U. 
maydis y la enzima tratada con endoglicosidasa H. Precision Plus ProteinTM Standard (1), UmChIE purificada 
después de la columna de poliamida (2), UmChIE desglicosilada después del tratamiento con endoglicosilasa H 
durante 1 h a 37 °C (3), endoglicosidasa H (4). 
 60 
La FIG. 2 ilustra el efecto del pH y la temperatura sobre la actividad de UmChIE. (A) El pH óptimo se determina 

usando tampón glicina (círculo sólido), tampón acetato (círculo hueco), tampón Bis-Tris (triángulo sólido) y tampón 
Tris (triángulo invertido hueco); (B) estabilidad al pH; (C) temperatura óptima (círculo sólido) y termoestabilidad 
(círculo hueco). Para las mediciones de pH y termoestabilidad se determinan las actividades residuales después 
de preincubar la enzima durante 1 h en los sistemas de tampón anteriores (pH 2-10) y a temperaturas en el intervalo 65 
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de 20-60 °C, respectivamente. La actividad enzimática restante se determina después de la incubación adicional 
(1 h, 37 °C) con ferulato de metilo 1 mM. La actividad enzimática relativa [%] se define como el porcentaje de 
actividad detectada con respecto a la actividad esterasa máxima observada en cada experimento. Los valores son 
el promedio de experimentos por triplicado, con la desviación estándar mostrada como barras de error. 
 5 
La FIG. 3 ilustra la alineación de la secuencia de aminoácidos de UmChIE de Ustilago maydis (n.° de entrada de 
GenBank HG970190) con ácido clorogénico esterasa de Aspergillus niger CHIE (n.° de entrada de GenBank 
DQ993161), ácido clorogénico esterasa de Neurospora crassa (NcChIE, n.° de entrada de GenBank EAA32507.3) 
y feruloil esterasa de Pleurotus eryngii PeFaeA (n.° de entrada de GenBank CDI44666.1). Los fragmentos 
peptídicos identificados mediante análisis por IES-EM/EM están subrayados. La tríada catalítica de serina, ácido 10 
glutámico/aspártico e histidina está resaltada ,mediante cuadros. 
 
La FIG. 4 ilustra el efecto del pH y la temperatura sobre la actividad de RsChIE. (A) El pH óptimo se determina 

usando tampón glicina (círculo sólido), tampón acetato (círculo hueco), tampón Bis-Tris (triángulo sólido) y tampón 
Tris (triángulo invertido hueco); (B) temperatura óptima (círculo sólido). Los valores son el promedio de 15 
experimentos por triplicado, con la desviación estándar mostrada como barras de error. 

 
EJEMPLOS 
 
Materiales y procedimientos 20 

 
Productos químicos y sustratos 
 

[0073] Todos los productos químicos usados fueron de grado de pureza máximo y fueron adquiridos de Carl 
Roth (Karlsruhe, Alemania), Merck (Darmstadt, Alemania), Fluka (Buchs, Suiza) o Sigma-Aldrich (Taufkirchen, 25 
Alemania), a menos que se indique de otro modo. El ferulato de metilo y etilo se obtuvieron de Alfa Aesar (Karlsruhe, 
Alemania). El cafeato, p-cumarato y sinapato de metilo se sintetizaron según Borneman y col. (23). Los sacáridos 
feruloilados (5-O-trans-feruloil-L-arabinofuranosa (F-A); β-D-xilopiranosil-(1→2)-5-O-trans-feruloil-L-arabinofuranosa 
(F-AX); α-L-galactopiranosil-(1→2)-β-D-xilopiranosil-(1→2)-5-O-trans-feruloil-L-arabinofuranosa (F-AXG)) preparados 

a partir de salvado de maíz desalmidonado fueron amablemente suministrados por M. Bunzel (KIT, Karlsruhe, 30 
Alemania). Estos sustratos de esterasas se purificaron e identificaron como se describió (24, 25). La pectina de 
remolacha azucarera fue de Herbstreith & Fox (Neuenburg, Alemania), el café fue de Tchibo (Hamburg, Alemania) y 
el salvado de trigo fue de Alnatura (Lorsch, Alemania). Los cebadores para PCR fueron sintetizados por Eurofins MWG 
Operon (Ebersberg, Alemania). 
 35 
Cultivo de Ustilago maydis (Uma) 
 

[0074] El basidiomiceto U. maydis se adquirió de la Deutsche Sammlung fur Mikroorganismen und Zellkulturen 
(DSMZ, Braunschweig, Alemania; n.° 17144). La cepa se hizo crecer en líquido de nutrición estándar (SNL)-agar y se 
mantuvo a 4 °C. El medio SNL fue 30,0 g L-1 de D-(+)-glucosa monohidratada, 4,5 g L-1 de L-asparagina 40 
monohidratada, 3,0 g L-1 de extracto de levadura, 1,5 g L-1 de KH2PO4, 0,5 g L-1 de MgSO4; 1,0 mL L-1 de solución de 
oligoelementos (0,08 g L-1 de FeCl3 x 6 H2O, 0,09 g L-1 de ZnSO4 x 7 H2O, 0,03 g L-1 de MnSO4 x H2O, 0,005 g L-1 de 
CuSO4 x 5 H2O, 0,4 g L-1 de EDTA); el pH se ajustó a 6,0 con NaOH 1 M antes de la esterilización en autoclave. Para 
las placas de SNL-agar, se añadieron 15 g L-1 de agar al SNL. 
 45 
[0075] Los cultivos iniciadores se hicieron crecer en 10 % (v/v) de SNL con 5 % (p/v) de salvado de trigo. Los 
cultivos principales de U. maydis se cultivaron en 10 % (v/v) de SNL con 1 % (p/v) de salvado de trigo como inductor 
para la producción de esterasa (26). Después de trece días de cultivo a 24 °C y 150 rpm en un agitador rotatorio 
(Infors, Bottmingen, Suiza), los cultivos se recogieron y almacenaron hasta el procesamiento adicional a -20 °C. 
 50 
Purificación de enzimas 
 
[0076] El sobrenadante de cultivo de U. maydis se separó de las células congeladas mediante centrifugación 

(9,600 x g, 30 min, 4 °C), seguida de filtración a presión reducida usando una membrana de polietersulfona (PES) de 
0,45 μm (Merck Millipore, Billerica, EE. UU.). 0,75 L del sobrenadante filtrado se diluyeron una vez con tampón A (Bis-55 
Tris 50 mM pH 6,5) y se aplicaron a una columna de Q Sepharose FF autodepositada de 25 mL (GE Healthcare, 
Buckinghamshire, Inglaterra) preequilibrada con tampón A. Se recogieron fracciones de 6,0 mL a un caudal de 4 mL 
min-1 y se monitorizaron para detectar la actividad esterasa. Las fracciones activas eluidas con 50 % de tampón B 
(tampón A con NaCl 1 M) se agruparon, concentraron y desalaron usando un módulo de ultrafiltración (corte de 30 kDa, 
PES, Sartorius, Gottingen, Alemania). Posteriormente, se realizó un electroenfoque isoeléctrico (IEF) con una celda 60 
de IEF preparativo Rotofor (Biorad, Hercules, EE. UU.). La muestra concentrada y desalada se mezcló con 2 % de 
anfolito (pH 2 a 4, Serva, Heidelberg, Alemania). Se añadió dos por ciento de Chaps y prolina a la muestra para reducir 
la precipitación de proteína durante el ciclo. La solución se enfocó a potencia constante de 12 W durante cuatro horas 
a 4 °C. Se recogieron las fracciones y se determinó el pH y la actividad enterasa. Las fracciones activas del IEF 
preparativo se agruparon y lavaron con un módulo de ultrafiltración (corte de 30 kDa, PES, Sartorius, Gottingen, 65 
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Alemania), para retirar los aditivos. La purificación final de la enzima se consiguió con una combinación de 
cromatografía de afinidad e interacción hidrofóbica usando una columna de poliamida autodepositada de 15 mL (MP 
Biomedicals, Eschwege, Alemania). La muestra activa se diluyó una vez con tampón (acetato 50 mM pH 6,5 con 
(NH4)2SO4 4 M) y se cargó en la columna. La UmChIE se eluyó con 65 % de tampón acetato 50 mM pH 6,5. 
 5 
Ensayo de enzimas 
 

[0077] La actividad ácido clorogénico esterasa se determinó a 37 °C en tampón Tris 50 mM a pH 7,5 usando 
ácido clorogénico y ferulato de metilo como sustratos estándar, a menos que se indique de otro modo. La liberación 
de los ácidos libres correspondientes se analizó mediante CLAR-UV. En caso necesario, se midió la hidrólisis de otros 10 
derivados de éster de ácido benzoico y cinámico, así como de sacáridos feruloilados, con el mismo procedimiento. 
Después de la incubación durante una hora, se finalizó la reacción doblando el volumen de reacción con acetonitrilo. 
Las muestras se centrifugaron (15 min, 15,000 x g) antes de la inyección a la CLAR (columna de fase inversa 
Chromolith Performance RP-18e, 100 x 4,6 mm, Merck, Darmstadt, Alemania). Los sustratos y productos se separaron 
usando un gradiente escalonado a una velocidad de flujo de 1,5 mL min-1: 10 μL de muestra se cargaron en 90 % de 15 
tampón A (0,1 % de ácido fórmico), 10 % de tampón B (acetonitrilo); 10-36 % de tampón B en 8 min; 36-50 % de 
tampón B en 1,5 min; 55-96 % de tampón B en 0,5 min; 96-99 % de tampón B en 2,5 min; 99-15 % de tampón B en 
0,5 min; 15-10 % de tampón B en 1 min; reequilibrar con 10 % de tampón B durante 1 min; tiempo total de ciclo 14 min. 
La elución de sustancias de detectó a 232 nm (ácido benzoico y 3-hidroxibenzoico), 254 nm (ácido 4-hidroxibenzoico 
y vanílico), 275 nm (ácido cinámico y gálico), 306 nm (ácido p-cumárico) y 323 nm (ácido ferúlico, cafeico, clorogénico 20 

y sinápico) usando un detector UV-Vis de Shimadzu (SPD-10A VP, Shimadzu Deutschland GmbH, Duisburg, 
Alemania). Una unidad de actividad enzimática se definió como la cantidad de enzima que libera un μmol de ácido 
libre por minuto en las condiciones especificadas. Todas las mediciones se realizaron al menos dos veces. 
 
Caracterización bioquímica de UmChIE 25 
 
i. Determinación de la temperatura y el pH óptimos 
 

[0078] El pH óptimo se determinó midiendo la actividad enterasa a 37 °C con pH en el intervalo de 2-10 usando 
los tampones siguientes: soluciones 50 mM de glicina (pH 2-3,5; pH 9-10), acetato (pH 3,5-5,5), Bis-Tris (pH 5,5-7) y 30 
Tris (pH 7-9). Para la determinación de la temperatura óptima, se realizó el ensayo de actividad durante 60 min a 
diversas temperaturas (20 °C-90 °C). 
 
ii. Estabilidad a la temperatura y el pH 
 35 

[0079] Para la determinación de la estabilidad a la temperatura, se incubó la solución de enzima durante 60 min 
a diferentes temperaturas (20 °C-60 °C). Posteriormente, se añadió el sustrato y tampón Tris 50 mM pH 7,5 y se realizó 
el ensayo de actividad durante 60 min a 37 °C. La estabilidad al pH se determinó usando los sistemas de tampón 
descritos anteriormente (30 mM, pH 2-10) con incubación durante 60 min a 37 °C. La actividad enzimática residual se 
analizó después de la incubación adicional (60 min, 37 °C) en presencia de sustrato y tampón Tris 125 mM pH 7,5. 40 
 
iii. Efecto de los disolventes, iones metálicos e inhibidores sobre la actividad enzimática 
 

[0080] La tolerancia de las enzimas a diferentes disolventes se investigó en presencia de 50 % (v/v) de acetona, 
acetonitrilo, dietil éter, DMF, DMSO, etanol, alcohol isoamílico, alcohol isobutílico, isopropanol, metanol, n-hexano, n-45 
heptano, metil terc-butil éter o tolueno, respectivamente, en tampón Tris 50 mM pH 7,5 que contenía sustrato 0,7 mM. 
En un experimento adicional se usó sustrato 0,84 mM. Después de la incubación (60 min, 37 °C, 900 rpm), la mezcla 
se aplicó para el análisis mediante CLAR como se describió anteriormente. El efecto de los inhibidores sobre la 
actividad enzimática se ensayó con los siguientes: bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB), EDTA, yodoacetamida, 
fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), SDS y diversos iones metálicos, tales como Cs+, K+, Li+, Sr+, Ca2+, Co2+, Cu2+, 50 
Fe2+, Hg2+, Mg2+, Mn2+, Ni2+, Zn2+, Al3+, Fe3+ y Cr3+. Aparte del PMFS (1 mM), todos los demás posibles inhibidores 
se añadieron en concentraciones de 5 mM. También se investigó el efecto de concentraciones salinas altas (NaCl 0,1-
3 M) sobre la actividad enzimática. 
 
iv. Especificidad de sustrato y parámetros cinéticos 55 
 

[0081] La especificidad de sustrato de la UmChIE se determinó frente a diferentes ésteres de cinamato y 
benzoato, así como frente a sustratos naturales, tales como F-A, F-AX y F-AXG, con ensayos de actividad como se 
describieron anteriormente. Se prepararon soluciones madre tres mM de todos los sustratos en agua. 
 60 
[0082] Los parámetros cinéticos se determinaron a partir de la velocidad de hidrólisis inicial de ácido 
clorogénico, ferulato de metilo y p-cumarato de metilo 0,005-1 mM (60 min, 37 °C, pH 7,5). Los valores de Km y vmáx 

se calcularon con regresión no lineal usando SigmaPlot 10.0 (Systat Software Inc., Chicago, EE. UU.). Se llevaron a 
cabo blancos para todos los ensayos usando agua en lugar de enzima. Para el cálculo de kcat, se determinó la masa 
molecular usando SDS-PAGE desnaturalizante. 65 
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v. Hidrólisis enzimática de sustratos naturales 
 

[0083] Se preparó salvado de trigo desalmidonado (DSWB) como describieron Johnson y col. (27). El contenido 
total de ácido ferúlico, p-cumárico y cafeico en DSWB, pectina de remolacha azucarera (SBP) y pulpa de café se 5 
determinó después de la hidrólisis alcalina con NaOH 2 M (4 h, 50 °C, 220 rpm). El contenido de ácido fenólico de 
cada muestra se analizó mediante CLAR después de la acidificación con ácido acético. La concentración de ácido 
clorogénico en el café se determinó después de la incubación con 80 % de metanol. Las muestras (20 mg) de DSWB 
y pulpa de café, así como 0,5 % de SBP, se incubaron (37 °C, 20 h, 650 rpm) con UmChIE purificada (0,02 U) en un 
volumen final de 400 μL que contenía tampón Tris 125 mM pH 7,5. Para investigar la sinergia con otras carbohidrasas, 10 
también se analizó la liberación de ácido ferúlico después de la incubación en paralelo de UmChIE con indistintamente 
xilanasa de Trichoderma viride (DSWB, 0,025 U, Fluka, Buchs, Suiza), pectina de tomate esterasa (SBP, Sigma, 

Taufkirchen, Alemania) o preparaciones de pectinasa (SBP, SternEnzym, Ahrensburg, Alemania). La cantidad de 
ácidos fenólicos liberados de los sustratos naturales se cuantificó usando CLAR. 
 15 
SDS-PAGE desnaturalizante 
 

[0084] La pureza y la masa molecular de las enzimas se determinó usando análisis mediante SDS-PAGE (12 % 
de gel de resolución, 4 % de gel concentrador) según Laemmli (28). Las muestras se prepararon mezclando 1:1 con 
tampón de muestra (Tris-HCl 0,1 M pH 6,8, DTT 0,2 M, 4 % de SDS, 20 % de glicerol, 0,2 % de azul de bromofenol) 20 
e hirviendo durante 10 min. Después de la electroforesis a 15 mA por gel, los geles se tiñeron con InstantBlue 
(Expedeon, Cambridgeshire, Gran Bretaña). 
 
Huella peptídica 
 25 

[0085] Las secuencias de aminoácidos de péptidos trípticos de la UmChIE se dedujeron a partir de IES-EM/EM 
usando un espectrómetro de masas QTOF maXis (Bruker, Bremen, Alemania). El procedimiento se describe 
pormenorizadamente en otra parte de esta memoria (25). Se realizaron búsquedas en BLAST del NCBI (programa 
blastp) con las secuencias de aminoácidos obtenidas. 
 30 
Amplificación de la secuencia de ácido clorogénico esterasa 
 
[0086] El aislamiento de ARN total a partir de micelio de U. maydis, que se hizo crecer durante trece días en 

10 % (v/v) de SNL enriquecido con 1 % (p/v) de salvado de trigo, así como la síntesis de ADNc, se realizaron como 
describen Linke y col. (25). La amplificación de la secuencia completa de CHLE se consiguió usando los cebadores 35 
de la región no traducida (UTR) Uma_fw_UTR (TCCGTTCTTAGAAGCCAAACA (SEQ ID NO: 5)) y Uma_rev_UTR 
(GAAAGCCAAGCAACAAGGTT (SEQ ID NO: 6)), que se dedujeron en base a la secuencia genética de Um00182.1 
disponible (n.° de entrada de GenBank XP_756329.1). Las PCR se realizaron mezclando 10 μL 5x de tampón de ADN 
polimerasa de alta fidelidad Phusion, 0,4 μL de mezcla de dNTP (10 mM cada uno), 25 pmol de cebador directo, 
25 pmol de cebador inverso, 0,02 U de ADN polimerasa de alta fidelidad Phusion (Fermentas, St. Leon-Roth, 40 
Alemania), 100 ng de ADNc monocatenario, y ddH2O hasta 50 μL. La PCR se realizó en un gradiente de MasterCycler 
(Eppendorf, Hamburgo, Alemania) incubando la mezcla de reacción a 98 °C durante 2 min, a continuación durante 35 
ciclos a 98 °C durante 30 s, 60 °C durante 30 s y 72 °C durante 60 s. La elongación final se realizó a 72 °C durante 
10 min. Todas las etapas adicionales, que incluyen el análisis de los productos de la PCR, la ligación, la transformación 
en E. coli y la PCR de las colonias, se realizaron como se describió anteriormente (29). 45 

 
Expresión heteróloga en Pichia pastoris 
 
[0087] El gen CHLE, con y sin la secuencia del péptido señal natural de 21 aminoácidos, se amplificó usando 

los cebadores UmChIE_Sfw (TTT TTC TCG AGA AAA GAG AGG CTA GGC TGC CTA ATC TG (SEQ ID NO: 7)), 50 
UmChIE_Ofw (TTT TTC TCG AGA AAA GAG AGG CTG AAG CTC TTC CAC AAG TCT C (SEQ ID NO: 8)) y 
UmChIE_rv (TTT TTG CGG CCG CTT AAT GAT GAT GAT GAT GAT GGA AGC CAA ACA C (SEQ ID NO: 9)) (las 
bases subrayadas son los sitios de restricción XhoI y NotI, respectivamente) y se insertó en el sitio XhoI-NotI del vector 
de expresión de P. pastoris pPIC9 (Invitrogen, Karlsruhe, Alemania). La GS115 de P. pastoris se transformó con la 
construcción de expresión linearizada de PmeI pPIC9-HIS-CHLE para conseguir la inserción del gen CHLE en el locus 55 
de AOX1 mediante electroporación (electroporador MicroPulser, Bio-Rad, Múnich, Alemania) (30). Después de la 
selección de transformantes de P. pastoris con capacidad para crecer en placas de agar deficientes en histidina, se 
cribaron 48 transformantes de cada construcción de expresión para determinar la actividad ácido clorogénico esterasa. 
Los transformantes se cultivaron en placas de 96 pocillos como describen Sygmund y col. (31). Los sobrenadantes de 
cultivo se analizaron para determinar la actividad enzimática después de 24, 48, 72, 96 y 120 h con el ensayo descrito 60 
anteriormente. Para mantener las condiciones de expresión estable, se añadió diariamente 0,5 % (v/v) de metanol. 
 
Resultados y conclusiones 
 
Purificación y propiedades generales de UmChIE 65 
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[0088] Cuando se cultivó U. maydis en medio SNL, se detectó actividad esterasa, pero los cultivos se volvieron 
de color negro intenso, lo que impidió la purificación cromatográfica. La composición del medio SNL parecía favorecer 
la síntesis de melaninas. Se ha descrito la producción de melaninas para U. maydis (32, 33). La producción se evitó 

reduciendo el SNL a 10 % (v/v) y añadiendo 1 % (p/v) de salvado de trigo. Estas condiciones indujeron la producción 5 
de esterasas con actividades incluso superiores a los cultivos con SNL negros. Después de la optimización del medio 
de cultivo, la purificación de la ácido clorogénico esterasa UmChIE a partir de sobrenadante de cultivo de U. maydis 
se logró mediante tres etapas de separación complementarias que incluyeron cromatografía de intercambio aniónico 
sobre Q Sepharose FF, IEF preparativo y, por último, una combinación de cromatografía de afinidad e interacción 
hidrofóbica en poliamida. 10 
 
[0089] La masa molecular de la ácido clorogénico esterasa, como se determinó mediante SDS-PAGE 
desnaturalizante, fue 71 kDa (Fig.1, carril 2). La masa aparente de la enzima natural estimada mediante cromatografía 
de exclusión molecular sugirió que la UmChIE era un monómero. Estos resultados demostraron que UmChIE difería 
de las otras enzimas descritas en la bibliografía. Mientras que Asther y col. (13) y Adachi y col. (15) identificaron el 15 
ácido clorogénico hidrolasas naturales como homodímeros de aproximadamente 2 x 80 kDa, Benoit y col. (14) sugirió 
que la enzima de A. niger recombinante existe como una forma tetramérica. Schobel y Pollmann (12) caracterizaron 
la segunda ácido clorogénico esterasa conocida de A. niger también como un tetrámero (4 x 60 kDa), mientras que 
Okamura y Watanabe (16) describieron la éster de ácido hidroxicinámico hidrolasa de A. japonicus como un monómero 
de 145 kDa. El IEF preparativo, usado como segunda etapa de purificación, produjo un pi de aproximadamente 3,0 20 
para la UmChIE. 
 
Caracterización del ácido clorogénico esterasa purificada 
 

[0090] Hasta la fecha, solo están bien caracterizadas un cuanto ácido clorogénico hidrolasas (EC 3.1.1.42) (11-25 
15), mientras que se han purificado y caracterizado numerosas feruloil esterasas (FAE; EC 3.1.1.73), una subclase 
del éster carboxílico hidrolasas, a partir de una amplia gama de bacterias y hongos.(7-10). Algunas feruloil esterasas 
presentaron la capacidad de hidrolizar ácido clorogénico, tales como FAEB de A. niger (34) y una feruloil esterasa de 
tipo B de Neurospora crassa (35). Como UmChIE aceptaba el ácido clorogénico como el sustrato más preferido, pero 

también hidrolizaba sustratos de las feruloil esterasas eficazmente, la enzima se comparó tanto con ácido clorogénico 30 
esterasas como con feruloil esterasas en términos de sus propiedades. 
 
[0091] Como se muestra en la Fig. 2, la influencia del pH sobre la actividad esterasa y la estabilidad se investigó 
en el intervalo de pH de 2-10. La actividad máxima para la hidrólisis de ferulato de metilo se observó a pH 7,5, y se 
detectó más de 50 % de actividad residual en el intervalo de pH de 5,5-9,5 (Fig. 2A). Después de una hora de 35 
incubación a 37 °C, la enzima fue más estable en condiciones de neutras a alcalinas que en condiciones ácidas (Fig. 
2B). UmChIE retuvo más de 80 % de su actividad máxima entre pH 4,5-10. Los pH óptimos determinados de los dos 
ácidos clorogénicos hidrolasas de A. niger publicadas (11, 13) y de las FAE de tipo B enumeradas por Koseki y col. 
(36) se encontraron entre pH 6 y 7. Especialmente, la estabilidad al pH de UmChIE fue diferente del ácido clorogénico 
hidrolasas de A. nigercaracterizadas, que fueron más estables en condiciones ácidas que en condiciones alcalinas. 40 
La ácido clorogénico esterasa asilada por Schobel y Pollmann (12) fue estable en un intervalo de pH de 3-8,5 después 
de 10 min de incubación a una temperatura indefinida. Por tanto, UmChIE tiene una estabilidad al pH significativa en 
condiciones alcalinas, lo que hace que la enzima resulte una candidata atractiva para aplicaciones biotecnológicas, 
por ejemplo, para el tratamiento de pulpa en la industria papelera (37). 
 45 
[0092] La temperatura de reacción óptima de la UmChIE se registró a 37 °C (Fig. 2C). La actividad enzimática 
comenzó a reducirse rápidamente a 45 °C para volverse prácticamente inactiva a 60 °C. Después de la preincubación 
a pH 7,5 y 37 °C durante una hora, la enzima perdió 28 % de su actividad. La termoestabilidad de UmChIE se redujo 
rápidamente por encima de 40 °C. La temperatura óptima determinada fue inferior a las descritas para el ácido 
clorogénico esterasas y la mayoría de las feruloil esterasas (36). Asimismo, la enzima purificada fue menos 50 
termoestable que las descritas anteriormente (12-14). 
 
[0093] La aplicabilidad de la UmChIE para la síntesis de ésteres se examinó en emulsiones 1:1 (v/v) de tampón 
con diferentes disolventes (véase la Tabla 1). Las actividades enzimáticas relativas se calcularon en base a una 
muestra incubada en tampón sin disolvente orgánico (37 °C; una hora, pH 7,5, 900 rpm). Algunos de los disolventes 55 
ensayados son inmiscibles en agua, pero se garantizó un área interfásica grande entre la fase orgánica y la polar 
agitando enérgicamente la mezcla de reacción. UmChIE presentó buena estabilidad en n-hexano y n-heptano, con 
actividades relativas de 87 % y 84 %. Se detectó actividad de moderada a ligera en alcohol isoamílico (64 %) y alcohol 
isobutílico (23 %). En todos los demás sistemas, la actividad enzimática residual fue inferior a 7 %. La buena 
estabilidad de la UmChIE en n-hexano y n-heptano indicó el potencial de la enzima para la actividad sintética inversa. 60 
De hecho, Topakas y col. demostraron la síntesis de ésteres de ácido fenólico con una feruloil esterasa deFusarium 
oxysporum (38) y Sporotrichum thermophile (39) usando una microemulsión exenta de tensioactivo formada en una 
mezcla de agua-disolvente orgánico que consistía en n-hexano, 1-propanol/1-butanol y agua como sistema de 
reacción. 
 65 
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Tabla 1 Efecto de los disolventes orgánicos sobre la actividad de UmChIE. 

Disolvente orgánico Actividad esterasa relativa [%] 
 

n-hexano 87 (2,12) 

n-heptano 84 (0,89) 
Alcohol isoamílico 64 (2,43) 

Alcohol isobutílico 23 (6,53) 

Tolueno 7 (1,67) 

Isopropanol 6 (0,37) 
Metanol 5 (0,23) 

Acetona 3 (2,59) 

Acetonitrilo 3 (3,18) 

DMF 1 (0,76) 

Dietil éter ND  

DMSO ND  

Etanol ND  

Metil terc-butil éter ND  

Actividades residuales de UmChIE para la hidrólisis de ferulato de metilo 0,7 mM (1 h, 37 °C, 900 rpm) en un sistema 
binario compuesto por tampón Tris pH 7,5 y disolventes orgánicos en la relación 1:1 (v/v). La actividad esterasa 
determinada sin disolvente orgánico se estableció en 100 %. Los números entre paréntesis son las estimaciones del 
error estándar. ND: actividad no detectable. 

 
Estudios de inhibición 
 

[0094] Se examinaron diversos iones metálicos e inhibidores enzimáticos para determinar su efecto sobre la 
actividad ácido clorogénico esterasa (Tabla 2). La actividad enzimática residual se midió usando el ensayo de actividad 5 
estándar en presencia de iones metálicos/inhibidores 5 mM (excepto PMSF, 1 mM). La adición de Hg2+ dio como 
resultado la pérdida completa de actividad enzimática. Hg2+ reacciona con los grupos tiol y también puede reducir los 
enlaces disulfuro (40). Entre los iones metálicos ensayados, se detectó una inhibición significativa de la actividad de 
UmChIE, a actividades residuales de 50-76 %, en presencia de Al3+, Co2+, Cr3+, Fe3+ y Zn2+, mientras que Mn2+ 
redujo ligeramente la actividad enzimática a 90 %. Por consiguiente, la enzima de la invención se puede usar en 10 
presencia de todos los iones metálicos ensayados excepto Hg2+ con una actividad residual significativa. La inhibición 
de la actividad de UmChIE por Zn2+, Hg2+ y Al3+ fue coherente con las propiedades de una feruloil esterasa de Russula 
virescens (41). Esta feruloil esterasa también fue inhibida por Fe2+, mientras que UmChIE no lo fue, sino que solo fue 
inhibida por Fe3+. El efecto negativo de Fe3+ sobre la actividad esterasa también fue demostrado por Donaghy y 
McKay (42) y Yao y col. (43). Algunas esterasas también fueron inhibidas por Cu2+ (42, 43) y Cd2+ (41). 15 
 

Tabla 2 Efecto de los iones metálicos, los inhibidores y el NaCl sobre la actividad de UmChIE. 

Concentración [mM] Sustancia Actividad esterasa relativa [%] 

5 KCl 108 (0,57) 
5 NiSO4 108 (0,87) 

5 MgCl2 106 (0,53) 

5 LiCI 106 (1,39) 

5 CsCl 105 (1,21) 

5 SrNO3 104 (0,18) 

5 CaCl2 103 (2,76) 

5 FeSO4 102 (0,50) 

5 Cu(NO3)2 96 (0,53) 

5 MnSO4 90 (0,09) 

5 ZnSO4 76 (1,26) 

5 Cr(NO3)3 69 (3,54) 

5 COCL2 67 (0,11) 

5 FeCl3 66 (0,65) 

5 Al2(SO4)3 53 (0,12) 
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(continuación) 

Concentración [mM] Sustancia Actividad esterasa relativa [%] 

5 HgAc2 ND  

5 EDTA 105 (1,14) 
5 CTAB 104 (0,70) 

5 Yodoacetamida 102 (0,81) 

5 SDS 59 (0,83) 

1 PMSF 36 (2,01) 

100 NaCl 105 (0,02) 

500 NaCl 121 (0,01) 

1000 NaCl 125 (0,02) 

2000 NaCl 142 (0,06) 

3000 NaCl 150 (0,04) 

La actividad enzimática restante se midió después de 1 h de incubación con ferulato de metilo 1 mM o, en un 
experimento adicional, 1,95 mM, y diferentes iones metálicos, así como inhibidores, en las concentraciones 
enumeradas anteriormente (a 37 °C, tampón Tris 50 mM pH 7,5). Los números entre paréntesis son las estimaciones 
del error estándar. Se usó una muestra sin aditivo para el cálculo de las actividades enzimáticas relativas. 
ND: actividad no detectable. 

 
[0095] La actividad enzimática fue inhibida 41 % por SDS y 64 % por PMSF, mientras que la incubación con 
CTAB, EDTA y yodoacetamida no presentó ningún efecto (Tabla 2). La pérdida de actividad prácticamente completa 
en presencia de PMSF, un inhibidor de esterasas conocido, sugirió que la tríada catalítica de UmChIE contenía un 5 
residuo de serina (44). Por el contrario, la actividad enzimática no se vio afectada por CTAB, que reacciona con el 
triptófano y los grupos SH de la cisteína, lo que indicaba que estos residuos de aminoácido no estaban implicados en 
la catálisis enzimática (45). 
 
[0096] Asimismo, se investigó la tolerancia de UmChIE frente a diversas concentraciones de NaCl (0,1-3 M). 10 
Se demostró que la actividad enzimática aumentaba con la concentración salina hasta 150 % en presencia de NaCl 
3 M (Tabla 2). Un efecto simulador del efecto del NaCl sobre la actividad esterasa fue descrito anteriormente por Nieter 
y col. (29) y Kumar y col. (46). 
 
Especificidad hidrolítica y propiedades cinéticas de UmChIE 15 
 

[0097] Se examinó un conjunto integral de sustratos para determinar la hidrólisis por UmChIE. Los sustratos 
incluyeron ésteres de ácido cinámico y benzoico, así como sustratos naturales, tales como F-A, F-AX, F-AXG y ácido 
clorogénico (Tabla 3). Se encontró que el ácido clorogénico era el más eficazmente hidrolizado. La actividad específica 
determinada de 2,8 U mg-1 para el ácido clorogénico se estableció en 100 % y se usó para el cálculo de las actividades 20 
relativas para todos los demás sustratos. UmChIE hidrolizó p-cumarato de metilo (MpCA, 52 %), ferulato de metilo 
(MFA, 46 %) y cafeato de metilo (MCA, 18 %), pero no sinapato de metilo (MSA). Estos cuatro sustratos sintéticos 
típicos de las feruloil esterasas se usaban habitualmente para clasificar las FAE. Crepin y col. (10) dividieron las FAE 
en cuatro tipos (A-D) en base a su especificidad de sustrato, homología de secuencia y análisis bioquímico. La 
ausencia de hidrólisis de MSA daría como resultado FAE de tipo B según Crepin y col. (10). Mientras tanto, el sistema 25 
de clasificación fue ampliado mediante análisis filogenético de FAE fúngicas por Benoit y col. (47), mientras que un 
análisis computacional basado en descriptores con modelado de farmacóforos (48) ofreció un intento alternativo de 
clasificación. 
 

Tabla 3 Especificidad de sustrato de UmChIE purificada. 

Sustancia Actividad esterasa relativa [%] Actividad esterasa específica [U mg"1] 

ácido clorogénico 100 
 2,76 

F-A 75 (0,16) 2,06 

F-AX 59 (0,36) 1,63 

p-cumarato de metilo 52 (0,06) 1,43 

ferulato de metilo 46 (0,16) 1,27 

F-AXG 33 (0,09) 0,92 

ferulato de etilo 28 (0,45) 0,78 
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(continuación) 

Sustancia Actividad esterasa relativa [%] Actividad esterasa específica [U mg"1] 

cafeato de metilo 18 (0,03) 0,49 

benzoato de metilo ND  ND 

benzoato de etilo ND  ND 

3-hidroxibenzoato de metilo ND  ND 

4-hidroxibenzoato de metilo ND  ND 

4-hidroxibenzoato de etilo ND  ND 

4-hidroxibenzoato de propilo ND  ND 

4-hidroxibenzoato de butilo ND  ND 

cinamato de metilo ND  ND 

cinamato de etilo ND  ND 

galato de metilo ND  ND 

sinapato de metilo ND  ND 

vanilato de metilo ND  ND 

vanilato de etilo ND ND  

La UmChIE purificada se incubó con 1 mM o, en un experimento diferente, 1,95 mM de diferentes sustratos durante 
1 h (a 37 °C, tampón Tris 50 mM pH 7,5). Las actividades enzimáticas relativas se calcularon en base a la sustancia 
más preferida de la UmChIE: ácido clorogénico, que se estableció en 100 %. Los números entre paréntesis son las 
estimaciones del error estándar. Abreviaturas: F-A: 5-O-trans-feruloil-L-arabinofuranosa, F-AX: β-o-xilopiranosil-
(1→2)-5-O-trans-feruloil-L-arabinofuranosa, F-AXG: α-L-galactopiranosil-(1→2)-β-D-xilopiranosil-(1→2)-5-O-trans-
feruloil-L-arabinofuranosa y ND: actividad no detectable. 

 
[0098] UmChIE también fue capaz de liberar ácido ferúlico del ferulato de etilo, pero aproximadamente 50 % 
menos que de MFA. Por consiguiente, la elongación de la cadena de alquilo con enlaces éster dio como resultado la 
reducción de la actividad enzimática (49). Mientras que la presencia de un grupo metoxi en la posición meta del anillo 5 
benzoico redujo la actividad enzimática marginalmente (MpCA 52 % frente a MFA 46 %), un segundo grupo metoxi 
provocó la pérdida total de actividad (MSA). Asimismo, UmChIE no hidrolizó ningún sustrato sin grupo hidroxilo o 
metoxi en el anillo benzoico (cinamato de metilo/etilo). El hecho de que UmChIE no presentara actividad hidrolítica 
contra ningún derivado de benzoato indica la necesidad de una cierta distancia entre el anillo aromático y el enlace 
éster. Este requisito para la actividad catalítica de las feruloil esterasas también fue descrito por Topakas y col. (50) y 10 
Kroon y col. (51). 
 
[0099] UmChIE también hidrolizó sustratos naturales pequeños tales como mono-, di- y trisacáridos feruloilados 
(F-A, FAX, F-AXG). F-A fue el hidrolizado más eficazmente (2,0 U mg-1), seguido de FAX (1,6 U mg-1) y F-AXG (0,9 U 
mg-1). Asimismo, la FAEA de A. niger (34) prefirió los sustratos naturales de FAE en el mismo orden, mientras que 15 
PeFaeA de Pleurotus eryngii (29) y Est1 de Pleurotus sapidus (25) prefirieron el sustrato natural F-A menos que F-AX. 
Por el contrario, la FAE de Penicillium expansum presentó actividades específicas superiores para el ferulato de metilo 

(14,4 U mg-1) que para F-AX (5,3 U mg-1) (42).  
 
[0100] Las propiedades cinéticas se determinaron a partir de las velocidades de hidrólisis iniciales para los 20 
sustratos más preferidos ácido clorogénico, MFA y MpCA. La UmChIE purificada poseía las constantes cinéticas 
siguientes (Km; kcat; kcat/Km): MFA (101,8 mM; 0,38 s-1; 3,75 mM-1s-1), MpCA (64,1 μM; 0,49 s-1; 7,63 mM-1s-1) y ácido 
clorogénico (19,6 mM; 0,51 s-1; 25,83 mM-1s-1). La determinación de los valores de Km demostró que la enzima tenía 
una afinidad de tres a cinco veces superior por el ácido clorogénico que por MpCA y MFA. Asimismo, los valores de 
kcat/Km revelaron que la UmChIE hidrolizaba el ácido clorogénico de tres a siete veces más eficazmente que MpCA y 25 
MFA. Por consiguiente, la eficacia catalítica (kcat/Km), un buen indicador de la eficacia y especificidad enzimática, fue 

mejor para el ácido clorogénico que para los dos sustratos sintéticos.  
 
[0101] Mientras que la UmChIE se podría seguir clasificando como una feruloil esterasa en base a su perfil de 
sustratos, las constantes cinéticas demostraron claramente la afiliación a la familia del ácido clorogénico esterasas. 30 
Aquí, los valores de Km descritos anteriormente para el ácido clorogénico como sustrato fueron 6,5-10 mM (13, 14) y 
0,7 mM (11) para las segundas ácido clorogénico hidrolasas de A. niger publicadas. Hay alguna otra bibliografía 
disponible que trata de una actividad enzimática sobre el ácido clorogénico. Por el contrario, los valores de Km se 
determinaron para tres feruloil esterasas de tipo B para el sustrato ácido clorogénico como se indica a continuación: 
245 mM para FAEB de A. niger (34), 180 mM para feruloil esterasa de tipo B de N. crassa (35) y 630 mM para AoFaeB 35 
de A. oryzae(19). Las feruloil esterasas mencionadas anteriormente no solo presentaron una afinidad más de diez 
veces inferior por el ácido clorogénico que UmChIE, sino que poseían una Km tres veces inferior para MpCA (20 mM) 
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que para UmChIE (64 mM). También presentaron especificidad superior por MCA que por MFA. 
 
[0102] Por último, la UmChIE se distinguió claramente de las otras dos enzimas publicadas por su amplio perfil 
de sustratos. El ácido clorogénico hidrolasas identificadas anteriormente únicamente eran activas sobre ácido 
clorogénico. Asther y col. (13) ensayaron la actividad del ácido clorogénico hidrolasa natural para el éster metílico de 5 
hidroxicinamatos, mientras que Benoit y col. (14) investigaron FA y F-AX como sustratos para la enzima recombinante, 
pero ninguno de estos sustratos fue hidrolizado. 
 
Liberación de ácidos fenólicos de sustratos naturales 
 10 

[0103] Para la determinación de la especificidad de UmChIE, se usaron SBP y DSWB como sustratos debido 
al enlace diferente del ácido ferúlico a los residuos de arabinosa (3). Se seleccionó el subproducto agroindustrial pulpa 
de café debido a su alto contenido de ácido clorogénico. Las cantidades totales de ácido cafeico, ácido ferúlico y p-
cumárico se cuantificaron mediante CLAR después de la hidrólisis alcalina para pulpa de café (1,65 mg g-1, 0,53 mg 
g-1, 0,07 mg g-1), DSWB (-; 4,45 mg g-1; 0,18 mg g-1) y SBP (-; 6,78 mg g-1; -;). Además, la pulpa de café contenía 15 
2,66 mg g-1 de ácido clorogénico en total. 
 
[0104] Después de la incubación de pulpa de café con UmChIE (0,02 U; 20 h, 37 °C y 650 min-1 en un 
termoagitador), se hidrolizó 68 % de la cantidad inicial de ácido clorogénico. Por el contrario, la ácido clorogénico 
hidrolasa nativa, así como la recombinante, de A. niger liberaron después de la incubación durante la noche 100 % 20 

del contenido inicial de ácido clorogénico de la pulpa de café, pero las enzimas se usaron con concentraciones de dos 
a seis veces superiores que UmChIE (13, 14). UmChIE también liberó cantidades significativas de ácidos fenólicos de 
la pulpa de café. Por tanto, se liberó 18 %, 15 % y 26 % de la concentración de ácido cafeico, ferúlico y p-cumárico, 
respectivamente, extraíble en álcalis. El contenido de ácido cafeico extraíble en álcalis superior a la cantidad total de 
ácido clorogénico se puede explicar por la existencia de conjugados de ácido cafeico distintos del ácido clorogénico, 25 
tales como ácido dicafeoilquínico o ésteres de ácido feruloil-cafeoilquínico (4). 
 
[0105] UmChIE (0.02 U) liberó cantidades pequeñas de ácido ferúlico del DSWB. La incubación simultánea 
con xilanasa de T. viride (0.025 U) aumentó la cantidad de ácido ferúlico liberado del DSWB más de doce veces, 
mientras que la incubación con xilanasa de T. viride no liberó nada de ácido ferúlico. Por el contrario, la UmChIE fue 30 
menos activa sobre SBP, incluso en presencia de diferentes preparaciones de pectinasa, se liberó 3 veces menos del 
ácido ferúlico extraíble en álcalis de SBP que de DSWB. La interacción sinérgica observada de UmChIE tanto con 
xilanasa como con pectinasas se puede explicar por la acción de las carbohidrasas que producen oligosacáridos 
feruloilados de cadena más corta, que son sustratos más accesibles para la enzima. Una acción sinérgica de las 
xilanasas y feruloil esterasas se describió anteriormente (26, 52-54). 35 
 
Amplificación y caracterización genética de la secuencia de UmChIE 
 

[0106] Se obtuvieron siete péptidos trípticos de la ácido clorogénico esterasa purificada mediante IES-EM/EM: 
ADATASAPTVK (P1, SEQ ID NO: 10), FAKPQPLGPASSHK (P2, SEQ ID NO: 11), HPTVEQSFKR (P3, SEQ ID NO: 40 
12), LANGVGCT- GGSLLR (P4, SEQ ID NO: 13), VWSYEFQQNDK (P5, SEQ ID NO: 14), EAMDALTNR (P6, SEQ ID 
NO: 15) y AKPPVGSLR (P7, SEQ ID NO: 16). La búsqueda de homologías con Blastp (BLAST del NCBI) los identificó 
(P1-P7) como parte de la proteína hipotética Um00182.1 de U. maydis 521 (n.° de entrada de GenBank XP_756329.1). 
Después del aislamiento de ARN de cultivos de U. maydis que se hicieron crecer trece días en 10 % (v/v) de medio 
SNL enriquecido con 1 % (p/v) de salvado de trigo, se sintetizó el ADNc y se amplificó satisfactoriamente la secuencia 45 
de UmChIE (n.° de entrada de GenBank HG970190) usando cebadores de la UTR. La secuencia codificante completa 

de UmChIE tiene una longitud de 1758 pb, lo que corresponde a una proteína de 585 aminoácidos (aa). La secuencia 
de ácidos nucleicos completa de UmChIE (SEQ ID NO: 18) poseía tres diferencias a nivel de nucleótidos que 
condujeron a un cambio a nivel de aminoácidos (SEQ ID NO: 17) en la posición 492 (prolina a leucina) en comparación 
con la secuencia de Um00182.1 (SEQ ID NO: 19). 50 
 
Expresión heteróloga de UmChIE en P. pastoris 
 
[0107] Para confirmar que la secuencia comentada (n.° de entrada de GenBank HG970190) codifica la ácido 
clorogénico esterasa UmChIE de U. maydis caracterizada, se clonó la secuencia putativa dentro del marco de lectura 55 
con la secuencia señal se secreción de factor α de Saccharomyces cerevisiae bajo el control transcripcional del 
promotor de alcohol oxidasa (AOX1) y se integró en GS115 de P. pastoris. Se generaron construcciones de expresión 
con y sin la secuencia señal natural. Se incorporó una cola de hexahistidina en el extremo carboxilo. Únicamente los 
transformantes que llevaban la construcción de expresión sin la secuencia señal natural presentaron actividad ácido 
clorogénico esterasa. Después de la inducción con 0,5 % (v/v) de metanol, estos transformantes de P. pastoris 60 
expresaron satisfactoriamente el gen recombinante y secretaron la enzima activa al medio de cultivo. Después de la 
inducción con metanol durante 96 h, la actividad ácido clorogénico esterasa del medio de cultivo (0,8 U L-1) fue ocho 
veces superior a los cultivos de control de GS115 de P. pastoris. 
 
Ejemplo 2: ácido clorogénico esterasa deRhizoctonia solani (RsChIE) 65 
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[0108] Se amplificó una secuencia que codifica un ácido clorogénico esterasa de Rhizoctonia solani, RsChIE, 
a partir de Rhizoctonia solani y se expresó en Pichia pastoris. La secuencia codificante se clonó en el vector de 
expresión, p. ej., pPIC9, sin la secuencia señal natural (SEQ ID NO: 20). Se añadió una cola de afinidad, p. ej., una 
cola de His en el extremo carboxilo, a la secuencia codificante como una opción para la purificación. Las secuencias 5 
de nucleótidos y aminoácidos de RsChIE son las siguientes: 
 

 
 
[0109] La secuencia señal natural se presenta en cursiva, negrita y subrayada. Las secuencias sin las 10 
secuencias señal se designan SEQ ID NO: 22 (aminoácidos) y SEQ ID NO: 20 (ácidos nucleicos). 
 
[0110] Después de la purificación de la RsChIE recombinante a partir del sobrenadante de cultivo de Pichia 
pastoris con Ni-NTA, se caracterizó bioquímicamente la enzima. Los experimentos se realizaron como para UmChIE. 

Se analizaron el pH y la temperatura óptimos. La actividad esterasa máxima se consiguió a pH 6,0 (Fig. 4A) y a 30 °C 15 
(Fig. 4b). 
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Tabla 4 especificidad de sustrato de RsChIE purificada. 

Sustancia Actividad esterasa relativa [%] (ES) Actividad específica [U/mg] 

cumarato de metilo 100 (0,11) 6,19 

ácido clorogénico 83 (0,12) 5,15 

F-AX 80 (0,05) 4,97 

cafeato de metilo 74 (0,13) 4,61 

F-A 72 (0,13) 4,48 

F-AXG 59 (0,08) 3,66 

ferulato de etilo 58 (0,07) 3,60 

ferulato de metilo 51 (0,02) 3,19 

cinamato de metilo 34 (0,09) 2,10 

cinamato de etilo 15 (0,05) 0,91 

sinapato de metilo -   

La RsChIE purificada se incubó con 1 mM o, en un experimento diferente, 1,95 mM de diferentes sustratos durante 
1 h (a 30 °C, tampón Bis-Tris 50 mM pH 6,0). Las actividades enzimáticas relativas se calcularon en base a la sustancia 
más preferida de la RsChIE: p-cumarato de metilo, que se estableció en 100 %. Los números entre paréntesis son las 
estimaciones del error estándar. 
Abreviaturas: F-A: 5-O-trans-feruloil-L-arabinofuranosa, F-AX: β-D-xilopiranosil-(1→2)-5-O-trans-feruloil-L-
arabinofuranosa, F-AXG: α-L-galactopiranosil-(1→2)-β-D-xilopiranosil-(1→2)-5-O-trans-feruloil-L-arabinofuranosa y 
ND: actividad no detectable. 

 
[0111] La actividad más alta de RsChIE se detectó para el cumarato de metilo, seguido de los sustratos 
naturales ácido clorogénico y F-AX. Asimismo, la ausencia de hidrólisis de sinapato de metilo demuestra que RsChIE, 
al igual que UmChIE, también tiene actividad feruloil esterasa de tipo B. Asimismo, al igual que UmChIE, tampoco 
presenta actividad sobre derivados del ácido benzoico. 5 
 
[0112] A continuación, se determinaron las constantes cinéticas para decidir si la enzima tiene principalmente 
actividad ácido clorogénico esterasa o feruloil esterasa. 
 

Tabla 5: análisis cinético de RsChIE 

 
Km [μM] vmáx [U/mg] kcat [s-1] kcat/Km [mM x s-1] 

cafeato de metilo 28,5 16 20,00 70,18 

cumarato de metilo 35,8 26,5 33,13 925,28 

ácido clorogénico 18,3 23,4 29,25 1598,36 

F-AX 38,4 23,3 29,13 758,46 

 10 
[0113] En base a los valores de Km y a la eficacia catalítica, (kcat/Km), se podría demostrar que la nueva esterasa 
de Rhizoctonia solani es principalmente una ácido clorogénico esterasa (por comparación (Km de UmChIE = 19,6 μM). 

 
Ejemplo 3 
 15 
[0114] Se amplificaron ScFae1 y ScFae3 a partir de S. commune. Las secuencias de ácidos nucleicos 

correspondientes se presentan como SEQ ID NO: 24 y 28 (sin secuencia señal) y SEQ ID NO: 25 y 29 (con secuencia 
señal endógena). Las secuencias de aminoácidos correspondientes se presentan como SEQ ID NO: 26 y 30 (sin 
secuencia señal) y SEQ ID NO: 27 y 31 (con secuencia señal endógena). 
 20 
[0115] Las enzimas se caracterizaron en lo que respecta a la actividad a diferentes temperaturas: las enzimas 
se incubaron con ferulato de metilo durante 30 min a 20-90 °C, tampón Tris 50 mM pH 7,5 (n = 3). La reacción se 
finalizó con 50 % de acetonitrilo y se analizó la liberación de ácido ferúlico del sustrato usando CLAR-UV. Se determinó 
una temperatura óptima de aproximadamente 39-45 °C. 
 25 
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[0116] Las enzimas se caracterizaron en lo que respecta a la actividad a diferentes pH: las enzimas se 
incubaron con ferulato de metilo durante 30 min a 37 °C, pH 2-10 (n = 3). Se usaron los sistemas de tampón siguientes: 
50 mM de glicina (2,0-3,5; 9,0-10,0), acetato (3,5-5,5), Bis-Tris (5,5-7,0) o Tris (7,0-9,0). La reacción se finalizó con 
50 % de acetonitrilo y se analizó la liberación de ácido ferúlico del sustrato usando CLAR-UV. Se determinó una 
estabilidad al pH alta a pH 3-9,5 y una estabilidad óptima amplia a aproximadamente pH 5-8,5. 5 
 
[0117] En SDS-PAGE, para ambas ScFAE, hubo una banda proteica principal en las muestras con una masa 
molecular de aproximadamente 100 kDa. La banda proteica que se eliminó después de la purificación parcial de las 
enzimas nativas solo presentaba una masa molecular de 65 kDa. Para determinar si la diferencia de masa molecular 
era consecuencia de la hiperglicosilación de las enzimas recombinantes o si la única banda proteica en el gel una 10 
proteína hospedadora, las muestras purificadas se trataron con Endo H para retirar la N-glicosilación, que es una 
modificación postraduccional típica realizada por la Pichia. Después del tratamiento con endo H, en el gel de SDS-

PAGE, ambas enzimas presentaban una masa molecular inferior. Mientras que la ScFae3 desglicosilada 60993 tenía 
una masa molecular de aproximadamente 85 kDA, la ScFae1 poseía una masa molecular de aproximadamente 
70 kDA. Las bandas proteicas marcadas se eliminaron para verificar la producción de ambas enzimas recombinantes. 15 
La secuenciación verificó estas bandas proteicas como las enzimas correspondientes. 
 

Tabla 6 

 Actividad FEA relativa de ScFae1 [%] Actividad FEA relativa de ScoFae3 [%] 

Galato de metilo 4,36 5,13 

Cinamato de metilo 8,76 8,71 

Cinamato de etilo 4,31 3,60 

Cafeato de metilo 49,56 47,25 

Ácido clorogénico 14,15 11,50 

Ferulato de metilo 72,16 64,58 

Ferulato de etilo 69,88 62,31 

F-A 86,16 83,99 

F-AX 96,87 105,70 

F-AXG 92,93 83,32 

Sinapato de metilo 3,12 2,89 

Benzoato de metilo 1,98 2,32 

Benzoato de etilo 1,26 1,32 

Benzoato de 3-OH-metilo 6,68 6,65 

Benzoato de 4-OH-metilo 26,69 +31,42 

Benzoato de 4-OH-etilo 23,02 21,27 

Benzoato de 4-OH-propilo 20,58 23,05 

Benzoato de 4-OH-butilo 22,15 20,52 

Salicilato de metilo 0,00 0,00 

Vanilato de metilo 11,14 10,40 

Vanilato de etilo 10,30 10,18 

Cumarato de metilo 100,00 100,00 

Las enzimas purificadas se incubaron con 1 mM de diferentes sustratos durante 30 min a 37 °C en tampón Tris 50 mM 
pH 7,5. Las actividades enzimáticas relativas se calcularon en base a la sustancia más preferida de la enzima: p-
cumarato de metilo, que se estableció en 100 %. Abreviaturas: F-A: 5-O-trans-feruloil-L-arabinofuranosa, F-AX: β-D-
xilopiranosil-(1→2)-5-O-trans-feruloil-L-arabinofuranosa, F-AXG: α-L-galactopiranosil-(1→2)-β-D-xilopiranosil-(1→2)-
5-O-trans-feruloil-L-arabinofuranosa. 
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[0118] Se examinó un conjunto integral se sustratos para determinar la actividad hidrolítica de las ScFAE 
recombinantes purificadas. Los sustratos incluyeron diferentes ésteres de ácido cinámico y benzoico, así como 
sustratos naturales, tales como F-A, F-AX, F-AXG y ácido clorogénico. Ambas enzimas poseían un perfile de sustratos 
muy comparable, aunque las secuencias de ambas enzimas tienen solo 90 % de homología a nivel de aminoácidos. 
Se encontró que el cumarato de metilo era el más eficazmente hidrolizado, seguido directamente por los sacáridos 5 
feruloilados. Las actividades determinadas para el cumarato de metilo se establecieron en 100 % y se usaron para el 
cálculo de las actividades relativas para todos los demás sustratos. Esta enzima es la primera enzima analizada con 
actividad feruloil esterasa y/o ácido clorogénico esterasa que hidroliza un sustrato sintético el más eficazmente. Las 
nuevas ScFAE poseen un perfil de sustratos exclusivo. Asimismo, la hidrólisis de p-cumarato de metilo, ferulato de 
metilo y cafeato de metilo verificó estas nuevas enzimas como FAE de tipo C o D según el sistema de clasificación de 10 
FAE fúngicas. La diferencia entre las FAE de tipo C y D es la capacidad para liberar ácido diferúlico de sustratos 
naturales, la cual no fue investigada. Adicionalmente, el perfil de sustratos demostró que el alargamiento de la cadena 
de alquilo con enlaces éster no afectaba a la actividad hidrolítica significativamente. Por lo que las actividades esterasa 
relativas determinadas para el éster metílico, etílico, propílico y butílico de los sustratos correspondientes difieren solo 
ligeramente. Estas son las primeras FAE de basidiomicetos analizadas que fueron ligeramente activas sobre derivados 15 
de benzoato. 
 
Ejemplo 4 
 
Aplicación de las ácido clorogénico esterasas y/o feruloil esterasas en productos para horneado 20 
 
A Uso de UmChIE en procedimientos de horneado 
 

[0119] La enzima UmChIE purificada se usó ejemplarmente para la demostración del impacto de las enzimas 
en los productos para horneado. Más precisamente, se produjeron panecillos y barras de pan en un estudio de 25 
horneado. 
 
[0120] Para los estudios de horneado, las masa básicas se prepararon como se indica a continuación: 1000 g 
de harina de trigo (T 550), 1,5 % de levadura, 1,8 % de NaCl, 2 % de azúcar, 2 % de Biskin (grasa de palma), 40 ppm 
de ácido ascórbico y 600 mL de agua. El efecto de UmChIE (1 U) sobre el volumen del pan se estudió en combinación 30 
con una xilanasa (25 ppm) y amilasa (15 ppm). La masa tratada solo con amilasa o con xilanasa y amilasa sirvió como 
referencia. La masa se amasó con una amasadora Diosna SP 12 con convertidor de frecuencia a 25 Hz (2 min) y 
50 Hz (6 min). Después de 10 min de la primera prueba, la masa se dividió en piezas de 50 g. Después de la prueba 
adicional durante 30 min a temperatura ambiente, las piezas de masa se colocaron en una cámara de fermentación a 
32 °C durante 40/60 min. Por último, las piezas de masa se hornearon a 230 °C durante 18 min. 35 
 
[0121] El volumen de los productos de horneado fríos se monitorizó según el principio de represión. Los 
resultados para los panecillos (masa de 50 g) se compararon y se presentan en la tabla siguiente. 
 

Tabla 7: Volumen de horneado de los panecillos (50 g), calculado en volumen específico 
(ml/100 g): 

 
amilasa amilasa, xilanasa amilasa, xilanasa, UmChIE 1 U 

fermentación normal 664,7 732,7 718 

fermentación excesiva 685,8 725,1 710,2 

 40 
[0122] Sorprendentemente, la presencia de la enzima UmChIE da como resultado una reducción del volumen 
específico durante un estudio de horneado. Este fenómeno se puede explicar por el reblandecimiento de la masa. 
Estos resultados demuestran que la ácido clorogénico esterasa/feruloil esterasa UmChIE se puede usar para el 
reblandecimiento de la masa. 
 45 
B Propiedades reológicas de masa tratada con ácido clorogénico esterasa y/o feruloil esterasa 
 

[0123] Con este experimento, se investigaron el ácido clorogénico esterasas y/o feruloil esterasas producidas 
recombinantemente de Ustilago mayidis UmChIE, Rhizoctonia solani RsChIE y Schizophyllum commune ScFae1 y 
ScFae3 para determinar su impacto sobre el reblandecimiento de la masa. El reblandecimiento de la masa se demostró 50 
mediante ensayo con el equipo de extensibilidad de masa de Kieffer (Kieffer y col., 1998) usando un equipo 
SMS/Kieffer y un analizador de texturas TA TX2 (Stable Micro Systems Ltd., Reino Unido). Las masas tratadas con 
enzima se prepararon según el protocolo siguiente: 
 

1. Se ajustan 42 g de harina a 60 % de capacidad de absorción de agua 55 
2. Añadir 25 ml de agua corriente que contiene 3,4 % de cloruro de sodio 
3. Añadir preparación de ácido clorogénico esterasa (1 U/ml) 
4. Amasar durante 1 min usando una amasadora de horquilla de laboratorio Y1-ETK 
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5. Pesar 50 g de masa y redondear durante 30 s, así como laminar durante 30 s, usando una estación de redondeo 
y laminado 
6. Colocar la masa en desecador a 90 % de humedad y dejar reposar durante 3 min 
7. Preparar el equipo Kieffer según el manual del sistema Descartar las hebras 1-4 y 14-17 
8. Colocar el equipo durante tres minutos en desecadores (90 % de humedad) y comenzar las mediciones 5 
9. Monitorizar al menos nueve mediciones con el fin de minimizar los errores de medición 

 
[0124] Las dosificaciones de enzima se eligieron empíricamente con 0,1, 1 y 10 unidades. La evaluación de los 
datos se realizó usando las medidas promediadas en comparación con medidas de referencia. Se usó una masa no 
tratada como referencia. 10 
 

Tabla 8: ensayo con el equipo Kieffer para UmChIE 

 UmChIE 

dosificación [U] 0 0,1 1 10 

fuerza máx. [g] 51,0 51,5 44,6 41,4 

recorrido [mm] -23,4 -22,7 -21,8 -25 

fuerza máx. rel. [%]  0,8 -12,6 -19,0 

recorrido rel. [%]  -2,8 -6,8 6,9 

 
Tabla 9: ensayo con el equipo Kieffer para ScFae de transformantes de P. 

pastoris seleccionados 

 ScFae1 ScFae3 

dosificación [U] 0 0,1 1 10 0,1 1 10 

fuerza máx. [g] 51,0 52,1 52,5 45,4 59,2 48,1 46,5 

recorrido [mm] -23,4 -23,9 -22,1 -24,2 -24,2 -22,4 -23,2 

fuerza máx. rel. [%]  2,1 2,9 -11,1 15,9 -5,8 -8,9 

recorrido rel. [%]  -2,1 2,1 -5,5 -3,2 -4,5 -0,7 

 
Tabla 10: equipo de Kieffer para RsChIE de diferentes muestras 

 RsChIE (muestra 1) RsChIE (muestra 2) 

dosificación [U] 0 0,1 1 4 0,1 1 4 

fuerza máx. [g] 51,0 - 45,4 29,2 - 41,9 26,3 

recorrido [mm] -23,4 - -23,3 -25,7 - -24,6 -23,5 

fuerza máx. rel. [%]  - -11,0 -42,7 - -17,8 -48,5 

recorrido rel. [%]  - -0,3 9,8 - -5,3 -0,4 

 
[0125] La fuerza máxima relativa es una medida del reblandecimiento de la masa. Se describe mediante las 15 
diferencias entre el valor de referencia y el valor medido. Los resultados demuestran que todas las ácido clorogénico 
esterasas y/o feruloil esterasas conducen al reblandecimiento de la masa. El efecto fue dependiente de la 
concentración de enzima usada. El uso de enzimas que tienen actividad ácido clorogénico esterasa y/o feruloil 
esterasa para el reblandecimiento de la masa se demuestra por primera vez en la presente invención. 
 20 
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LISTADO DE SECUENCIAS 
 
[0127]  

 5 
<110> SternEnzym GmbH&Co. KG 
 
<120> Una enzima con actividad ácido clorogénico esterasa y actividad feruloil esterasa 
 
<130> STR15531PCT 10 
 
<160> 31 
 
<170> BiSSAP 1.3 
 15 
<210> 1 
<211> 564 
<212> PRT 
<213> Ustilago maydis 
 20 
<400> 1 
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27 
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28 
 

 
 
<210> 2 
<211> 1695 
<212> ADN 5 

<213> Ustilago maydis 
 
<400> 2 
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29 
 

 
 
<210> 3 
<211> 21 

ES 2 813 684 T3

 



 
30 
 

<212> PRT 
<213> Ustilago maydis 
 
<220> 
<223> Secuencia señal 5 
 
<400> 3 
 

 
 10 
<210> 4 
<211> 63 
<212> ADN 
<213> Ustilago maydis 
 15 
<400> 4 
 

 
 
<210> 5 20 
<211> 21 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 25 
<223> Cebador 
 
<400> 5 
 

 30 
 
<210> 6 
<211> 20 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 35 
 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 6 40 
 

 
 
<210> 7 
<211> 38 45 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 50 
 
<400> 7 

 
 
<210> 8 55 
<211> 43 
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31 
 

<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 
<220> 
<223> Cebador 5 
 
<400> 8 
 

 
 10 
<210> 9 
<211> 46 
<212> ADN 
<213> Secuencia artificial 
 15 
<220> 
<223> Cebador 
 
<400> 9 
 20 

 
 
<210> 10 
<211> 11 
<212> PRT 25 
<213> Ustilago maydis 
 
<220> 
<223> Péptido tríptico obtenido mediante IES-EM/EM 
 30 
<400> 10 
 

 
 
<210> 11 35 
<211> 14 
<212> PRT 
<213> Ustilago maydis 
 
<220> 40 
<223> Péptido tríptico obtenido mediante IES-EM/EM 
 
<400> 11 
 

 45 
 
<210> 12 
<211> 10 
<212> PRT 
<213> Ustilago maydis 50 
 
<220> 
<223> Péptido tríptico obtenido mediante IES-EM/EM 
 
<400> 12 55 
 
His Pro Thr Val Glu Gin Ser Phe Lys Arg 15 10 
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<210> 13 
<211> 14 
<212> PRT 
<213> Ustilago maydis 
 5 
<220> 
<223> Péptido tríptico obtenido mediante IES-EM/EM 
 
<400> 13 
 10 

 
 
<210> 14 
<211> 11 
<212> PRT 15 
<213> Ustilago maydis 
 
<220> 
<223> Péptido tríptico obtenido mediante IES-EM/EM 
 20 
<400> 14 
 

 
 
<210> 15 25 
<211> 9 
<212> PRT 
<213> Ustilago maydis 
 
<220> 30 
<223> Péptido tríptico obtenido mediante IES-EM/EM 
 
<400> 15 
 

 35 
 
<210> 16 
<211> 9 
<212> PRT 
<213> Ustilago maydis 40 
 
<220> 
<223> Péptido tríptico obtenido mediante IES-EM/EM 
 
<400> 16 45 

 

 
 
<210> 17 
<211> 585 50 
<212> PRT 
<213> Ustilago maydis 
 
<220> 
<223> Longitud completa incl. secuencia señal natural y P492L 55 
 
<400> 17 
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34 
 

 
 
<210> 18 
<211> 1758 
<212> ADN 5 
<213> Ustilago maydis 
 
<220> 
<223> Que codifica la longitud completa incl. secuencia señal natural y P492L 
 10 
<400> 18 
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<210> 19 
<211> 585 
<212> PRT 
<213> Ustilago maydis 
 5 
<220> 
<223> Secuencia de referencia del NCBI: XM_751236.1 
 
<400> 19 

 10 
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<210> 20 
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38 
 

<211> 1578 
<212> ADN 
<213> Rhizoctonia solani 
 
<400> 20 5 
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39 
 

<210> 21 
<211> 1692 
<212> ADN 
<213> Rhizoctonia solani 
 5 
<400> 21 
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40 
 

 
 
<210> 22 
<211> 525 
<212> PRT 5 
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41 
 

<213> Rhizoctonia solani 
 
<400> 22 
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<210> 23 
<211> 563 
<212> PRT 5 
<213> Rhizoctonia solani 
 
<400> 23 
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45 
 

 
 
<210> 24 
<211> 1500 
<212> ADN 5 
<213> Schizophyllum commune 
 
<400> 24 
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46 
 

 
 
<210> 25 
<211> 1572 
<212> ADN 5 
<213> Schizophyllum commune 
 
<400> 25 
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<210> 26 
<211> 499 
<212> PRT 5 
<213> Schizophyllum commune 
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<400> 26 
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<210> 27 
<211> 523 
<212> PRT 5 
<213> Schizophyllum commune 
 
<400> 27 
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<210> 28 
<211> 1500 
<212> ADN 5 
<213> Schizophyllum commune 
 
<400> 28 
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<210> 29 
<211> 1569 
<212> ADN 5 
<213> Schizophyllum commune 
 
<400> 29 
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<210> 30 
<211> 499 
<212> PRT 5 
<213> Schizophyllum commune 
 
<400> 30 
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<210> 31 
<211> 522 
<212> PRT 5 
<213> Schizophyllum commune 
 
<400> 31 
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REIVINDICACIONES 

 
1. Una enzima con actividad ácido clorogénico esterasa y actividad feruloil esterasa que comprende una 
secuencia que tiene al menos 85 % de identidad de aminoácidos con la SEQ ID NO: 1 y que no comprende la SEQ ID 
NO: 3. 5 
 
2. La enzima de la reivindicación 1, donde la enzima tiene una masa molecular de aproximadamente 
71 kDa. 
 
3. La enzima de cualquiera de las reivindicaciones anteriores que comprende una secuencia que tiene la 10 
SEQ ID NO: 1. 
 
4. La enzima de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde la enzima se puede obtener a partir 
de un basidiomiceto. 
 15 
5. La enzima de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde la enzima se puede obtener mediante 
expresión en levadura, preferentemente, en Pichia pastoris. 
 
6. Un ácido nucleico que codifica la enzima de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que no 
comprende la SEQ ID NO. 4. 20 
 
7. El ácido nucleico de la reivindicación 6, donde el ácido nucleico es un vector de expresión que 
comprende el ácido nucleico de la reivindicación 6 enlazado funcionalmente a un promotor heterólogo, donde el ácido 
nucleico que codifica la enzima está preferentemente enlazado funcionalmente a una secuencia señal heteróloga. 
 25 
8. Un procedimiento para preparar una enzima de cualquiera de las reivindicaciones 1-5 que comprende 
transformar una célula hospedadora adecuada con el ácido nucleico de cualquiera de las reivindicaciones 6 o 7 y, 
opcionalmente, aislar la enzima. 
 
9. Una célula hospedadora heteróloga que comprende el ácido nucleico de cualquiera de las 30 
reivindicaciones 6 o 7. 
 
10. Uso de una enzima de cualquiera de las reivindicaciones 1-5 para el reblandecimiento de masa. 
 
11. Un procedimiento para preparar un producto para horneado, que comprende poner en contacto masa 35 
del producto para horneado con una enzima de cualquiera de las reivindicaciones 1-5. 
 
12. Uso de una enzima de cualquiera de las reivindicaciones 1-5 para hidrolizar un sustrato y/o generar un 
producto seleccionado del grupo que comprende 
 40 

a. un ácido clorogénico, es decir, un éster de ácido quínico con un ácido fenilpropanoico, preferentemente, ácido 
cafeico; y/o 
b. un éster de un sacárido o alcohol C1 o C2 con ácido fenilpropanoico que opcionalmente comprende exactamente 
un metoxi en el anillo benzoico, preferentemente, ácido cafeico. 

 45 
13. Un procedimiento para hidrolizar un sustrato seleccionado del grupo que comprende 
 

a. un éster de ácido quínico con un ácido fenilpropanoico, preferentemente, ácido cafeico; y/o 
b. un éster de un sacárido o alcohol C1 o C2 con ácido fenilpropanoico que opcionalmente comprende exactamente 
un metoxi en el anillo benzoico, preferentemente, ácido cafeico, 50 
comprendiendo el procedimiento una etapa donde una enzima de cualquiera de las reivindicaciones 1-5 se pone 
en contacto con dicho sustrato en condiciones adecuadas. 

 
14. Un procedimiento para preparar un producto seleccionado del grupo que comprende 
 55 

a. ácido quínico; 
b. ácido fenilpropanoico que opcionalmente comprende exactamente un metoxi en el anillo benzoico, 
preferentemente, ácido cafeico; 
c. un sacárido; 
d. un éster de ácido quínico con un ácido fenilpropanoico, preferentemente, ácido cafeico; 60 
e. un éster de un sacárido o alcohol C1 o C2 con ácido fenilpropanoico que opcionalmente comprende exactamente 
un metoxi en el anillo benzoico, preferentemente, ácido cafeico; y/o 
f. un material natural tal como un alimento que comprende una cantidad reducida de un éster de ácido quínico con 
un ácido fenilpropanoico, preferentemente, ácido cafeico; 
comprendiendo el procedimiento una etapa donde una enzima de cualquiera de las reivindicaciones 1-5 se pone 65 
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en contacto con los eductos de la reacción catalizada, lo que genera el producto correspondiente en condiciones 
adecuadas, donde la enzima se pone en contacto preferentemente con un material natural tal como material de 
desecho agroindustrial, tal como pulpa de café, salvado de trigo desalmidonado y pectina de remolacha azucarera 
o pulpa de papel; 
donde, opcionalmente, el producto se aísla. 5 

 
15. Un procedimiento para reducir los riesgos dietéticos que implica el consumo de ácido clorogénico, que 
comprende poner en contacto un producto alimenticio con una enzima de cualquiera de las reivindicaciones 1-5. 
 
16. Un producto alimenticio que comprende una enzima de cualquiera de las reivindicaciones 1-5, donde el 10 
producto alimenticio es opcionalmente un producto para horneado seleccionado del grupo que comprende producto 
prehorneado y un producto horneado. 
  

ES 2 813 684 T3

 



 
60 
 

ES 2 813 684 T3

 



 
61 
 

ES 2 813 684 T3

 



 
62 
 

ES 2 813 684 T3

 



 
63 
 

 

ES 2 813 684 T3

 


	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

