
UNIVERSIDAD AUTÓNOMA METROPOLITANA 

UNIDAD IZTAPALAPA 

DIVISIÓN DE CIENCIAS BIOLÓGICAS Y DE LA SALUD 

 

 

 

 

 

POSGRADO EN BIOTECNOLOGÍA 

 

“EXTRACCIÓN, PURIFICACIÓN Y TRANSFORMACIÓN ENZIMÁTICA 

DEL ÁCIDO CLOROGÉNICO DE LA PULPA DE CAFÉ” 

 
 

TESIS PARA OBTENER EL GRADO DE 

DOCTOR EN BIOTECNOLOGÍA 

 

 PRESENTA: 

M.C. LUIS VÍCTOR RODRÍGUEZ DURÁN 

 

DIRECTOR Dr. Jesús Gerardo Saucedo Castañeda 

Universidad Autónoma Metropolitana-Iztapalapa 

ASESORES Dr. Cristóbal Noé Aguilar González 

Universidad Autónoma de Coahuila 

 

Dr. Ernesto Favela Torres  

Universidad Autónoma Metropolitana-Iztapalapa 

  

 México, D.F.                                        Marzo de 2016 



ii 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El Doctorado en Biotecnología de la Universidad Autónoma 

Metropolitana de la Unidad Iztapalapa está incluido en el Programa 

Nacional de Posgrado de Calidad (PNPC) del CONACyT con la 

referencia 001466 

 

 

 

 

 

 

 
  



México D.F. 7 de Marzo de 2016 

El jurado designado por la 

División de Ciencias Biológicas y de la Salud de la Unidad Iztapalapa aprobó la tesis 

• 

EXTRACCIÓN, PURIFICACIÓN Y TRANSFORMACIÓN ENZIMÁTICA DEL 
ÁCIDO CLOROGÉNICO DE LA PULPA DE CAFÉ 

que presentó 

Luis Víctor Rodríguez Durán 

Director 

Asesores 

JURADO 

Dr. J. Gerardo Saucedo Castañeda 
Universidad Autónoma Metropolitana-Iztapalapa 

Dr. Cristóbal Noé Aguilar González 
Universidad Autónoma de Coahuila 

Dr. Ernesto Favela Torres 
Universidad Autónoma Metropolitana-Iztapalapa 

Presidente: José Ramón Verde Calvo 
Universidad Autónoma Metropolitana Unidad Iztapalapa 

Secretario: Ricardo Beristain Cardoso 
Universidad Autónoma Metropolitana Unidad Lerma 

Vocal: Sergio Alatorre Santamaria 
Universidad Autónoma Metropolitana Unidad Iztapalapa 

Vocal: Cristóbal Noé Aguilar González 
Universidad Autónoma de Coahuila 

·-

lll 

/ 



iv 

 

Agradecimientos 

Al Dr. Gerardo Saucedo por darme la oportunidad de formar parte de su grupo de trabajo y 

dirigir mi tesis doctoral. Por todas sus enseñanzas en lo académico y en lo personal. 

Al Dr. Cristóbal Aguilar, por aceptarme como su alumno desde desde que era un joven 

estudiante universitario. Por brindarme su apoyo y amistad. 

Al Dr. Ernesto Favela, por su asesoría y consejos. Fue un placer discutir mis resultados con 

usted.  

A la Dra. Ascención Ramírez. Su apoyo y asesoría fueron de gran importancia para el 

desarrollo de este trabajo. 

Al Dr. Eduardo Aranda Delgado, por su ayuda para obtener el material vegetal utilizado en 

este trabajo. 

A los Doctores Arely Prado, Sergio Huerta y Gustavo Viniegra por sus consejos y palabras 

de apoyo cuando más las necesitaba. 

A los doctores Ramón Verde, Ricardo Beristain y Sergio Alatorre por aceptar formar parte 

del comité de evaluación, así como por sus valiosos comentarios. 

A todos mis compañeros y excompañeros de la PP4: Francisco Martínez, Juan Buenrostro, 

Gregorio Juárez, Fernando Méndez, Javier Porcayo, Raziel Estrada, Cándida Martínez, 

Patricia Ruiz entre muchos más. Sus comentarios y críticas constructivas a mi trabajo fueron 

de gran ayuda. 

A mis hermanas y mi madre que siempre estuvieron conmigo, aunque la distancia nos 

separara. 

A Alejandra por comprenderme y apoyarme en los momentos más difíciles.  

  



v 

 

Resumen 

La pulpa de café (PC) es el principal subproducto sólido derivado del beneficio 

húmedo del café y representa alrededor del 40% del peso fresco del fruto. Anualmente se 

producen más de 400 000 toneladas de PC en México y las aplicaciones tradicionales sólo 

aprovechan una fracción de este subproducto. Por ello, es necesario encontrar usos 

alternativos para la PC. Una de las aplicaciones más prometedoras para valorizar este 

subproducto consiste en la obtención de valiosos compuestos naturales con actividades 

biológicas. En el presente trabajo se desarrollaron metodologías para la extracción y 

purificación del ácido clorogénico (ACL) de la PC, el cual se utilizó para la síntesis 

enzimática de éster fenetílico del ácido cafeico (CAPE).  

En la primera etapa experimental, se analizó el contenido de ácidos hidroxicinámicos 

(AHCs) solubles e insolubles de la PC obtenida de frutos de siete variedades en tres diferentes 

estados de madurez, así como muestras de PC provenientes de un beneficio comercial. Todos 

los frutos fueron cultivados en el Estado de Veracruz. Los AHCs se encontraron 

principalmente en la fracción soluble en metanol (68-97%) de la PC. El ACL fue el ácido 

fenólico más abundante en la fracción soluble (94-98%), mientras que el ácido cafeico (AC) 

fue el ácido fenólico más abundante en la fracción insoluble (72-88%).  

El contenido total de AHCs de la PC se incrementó del estado inmaduro (2.0-10.7 

mg/g PC) al estado semi-maduro (7.4-25.5 mg/g PC) pero disminuyó en el estado maduro 

(3.0-6.5 mg/g PC) para seis de las siete variedades analizadas. El mayor contenido de AHCs 

(25.2-25.5 mg/g PC) se encontró en la PC obtenida de los frutos semi-maduros de las 

variedades Garnica Rojo y Garnica Amarillo. Sin embargo, se seleccionó la PC obtenida del 

proceso comercial para la extracción preparativa de ACL debido a su mayor disponibilidad.  

En una segunda etapa se desarrolló una metodología para la extracción y purificación 

rápida del ACL de la PC. El protocolo final consistió en una extracción asistida por 

microondas (EAM) seguida de una cromatografía en una columna empacada con amberlita 

XAD-16 y una cromatografía en HPLC semi-preparativo usando una columna C18. Con la 

EAM se recuperó el 71.6% del ACL total de la PC en un corto tiempo de extracción (4 min) 

mediante un proceso rápido, sencillo y reproducible. La metodología propuesta para la 
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purificación del ACL permitió la obtención un extracto con una pureza del 61.7% con un 

rendimiento del 43.4% en un proceso rápido. 

Posteriormente se evaluaron 10 cepas fúngicas por su capacidad para crecer en placas 

de agar con ACL como única fuente de carbono, formar halos de hidrólisis de ACL y producir 

enzimas con actividad clorogenato hidrolasa en un sistema de fermentación en medio sólido 

(FMS). De las 10 cepas evaluadas, las del género Aspergillus produjeron halos de hidrólisis 

y actividad clorogenato hidrolasa. 

Se encontraron diferencias entre los perfiles de producción de actividad clorogenato 

hidrolasa, actividad máxima y productividad obtenidas con diferentes microorganismos. Sin 

embargo estas diferencias no fueron determinantes para seleccionar una cepa para la 

producción de actividad clorogenato hidrolasa. Por ello, los extractos producidos por las 

nueve cepas del género Aspergillus se probaron como catalizadores para la síntesis 

enzimática de CAPE a partir de AC, ACL y extractos ricos en ACL obtenidos de la PC.  

En la última etapa se estudió la síntesis enzimática de CAPE catalizada por enzimas 

comerciales y extractos enzimáticos producidos por FMS. La lipasa B de C. antarctica 

inmovilizada (Novozym® 435) es capaz de catalizar la síntesis de CAPE por esterificación 

entre AC y alcohol fenetílico (2-FE), pero no por transesterificación entre ACL y 2-FE 

(rendimiento < 1%) usando isooctano como medio de reacción. El uso de disolventes y 

cosolventes más polares mejoró la solubilidad del AC, pero no incrementó el rendimiento de 

la reacción. 

Las reacciones de esterificación entre AC y 2-FE y de transesterificación entre ACL 

y 2-FE en microemulsiones (agua-AOT-isooctano) catalizadas por la hemicelulasa NS22002 

fueron mucho más rápidas que las mismas reacciones catalizadas por una lipasa B de C. 

antarctica (CALB) (constante cinética, k, 8 y 990 veces mayor, para las reacciones de 

esterificación y transesterificación, respectivamente).  

La síntesis enzimática de CAPE catalizada por NS22002 y por extractos enzimáticos 

producidos en FMS fue posible usando ACL grado analítico, así como extractos ricos en 

ACL obtenidos de la PC. Los rendimientos obtenidos usando un extracto enzimático 

concentrado de A japonicus AN5 (34.48-37.10%) fueron menores a los obtenidos con la 



vii 

 

enzima comercial NS22002 (47.31-53.57%), pero mayores a los reportados en la bibliografía 

para una clorogenato hidrolasa de A. ochraceus (9.4%).  

Durante la síntesis enzimática de CAPE a partir de ACL en microemulsiones se 

observó la formación de AC por hidrólisis del ACL. En el sistema catalizado por la 

hemicelulasa NS22002, la acumulación de AC y CAPE ocurrió de manera simultánea 

(reacciones en paralelo). Mientras que en el sistema catalizado por los extractos enzimáticos 

de Aspergillus spp., la acumulación de AC y CAPE se dio de manera secuencial (reacciones 

en serie). La concentración de ACL, AC y CAPE en ambos sistemas fue modelada 

satisfactoriamente con un modelo cinético de pseudo primer orden. 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo demuestran que es posible extraer, 

purificar y transformar el ACL de la PC para obtener compuestos valiosos como el CAPE. 

La metodología desarrollada puede utilizarse para dar un valor agregado a un subproducto 

agroindustrial actualmente subutilizado en nuestro país. Sin embargo, se requiere de mayor 

investigación para optimizar estos procesos y hacerlos económicamente más atractivos. 
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Abstract 

Coffee pulp (CP) is the main solid by-product obtained from wet processing of coffee 

cherries and it represents about 40% of fresh weight of coffee fruits. Annual production of 

CP in Mexico is over 400 000 tonnes, and traditional applications only use a fraction of this 

by-product. Thus, it is necessary to find alternative uses for CP. One of the most promising 

applications for valorization of CP consists of obtaining valuable natural compounds with 

biological activities. In the present study, we developed methodologies for the extraction and 

purification of chlorgenic acid (CGA) from CP. The CGA obtained was used as substrate for 

the enzymatic synthesis of caffeic acid phenethyl ester (CAPE).  

As a first step, we analyzed the content of soluble and insoluble hydroxycinnamic 

acids (HCAs) in CP obtained from fruits of seven cultivars at three ripening stages, as well 

as CP from a commercial process. HCAs were mainly in the soluble fraction (68-97%) of 

CP. CGA was the most abundant phenolic acid in this fraction (94-98%). While caffeic acid 

(CA) was the most abundant phenolic acid in the insoluble fraction (72-88%). 

Total HCAs content in CP increased from unripe stage (2.0-10.7 mg/g CP) to the 

semi-ripe stage (7.4-25.5 mg/g CP), but decreased at the ripe stage (3.0-6.5 mg/g CP) for six 

of the seven analyzed cultivars. The highest content of total HCAs (25.2-25.5 mg/g CP) was 

found in CP obtained from semi-ripe fruits from Yellow and Red Garnica cultivars. However, 

CP from a commercial was selected for preparative extraction of CGA because of their 

greater availability.  

In a second stage, a new methodology for the rapid extraction and purification of 

CGA from CP was developed. Final procedure consisted of microwave assisted extraction 

(MAE) followed by column chromatography on Amberlite XAD-16 and semi-preparative 

HPLC using a C18 column. It was possible to extract 71.6% of total CGA from CP by MAE 

in a short extraction time (4 min). The proposed MAE is a simple and reproducible process, 

not requiring the use of toxic solvents. The methodology used for the purification led to 

obtaining a CGA rich extract with a purity of 61.7% and a yield of 43.4% in a quick and 

simple process. 
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Later, ten fungal strains were evaluated for their ability to grow on agar plates with 

CGA as sole carbon source, to form hydrolysis halos and to produce chlorogenate hydrolase 

activity in a solid state fermentation (SSF) system. All tasted strains were able to grow in this 

medium, but only strains from the genus Aspergillus produced halos of hydrolysis and 

chlorogenate hydrolase activity.  

Differences between chlorogenate hydrolase activity production profiles, maximum 

activity and productivity were found. However, these differences were not decisive for 

selecting a microorganism to produce chlorogenate hydrolase activity. Therefore, the 

enzymatic extracts produced by nine Aspergillus strains were tested as catalysts for 

enzymatic synthesis of CAPE from CA, CGA and CGA-rich extracts obtained from CP was 

studied.  

In the last stage, enzymatic synthesis of CAPE catalyzed by commercial enzymes and 

crude extracts produced by fungi in SSF was studied. Immobilized lipase B from C. 

antarctica (Novozyme® 435) catalyzed the synthesis of CAPE by esterification between CA 

and 2-phenylethanol (2-PE), but not by transesterification between CGA and 2-PE (yield < 

1%).  

The esterification between CA and 2-PE and the transesterification between CGA and 

2-PE in water-AOT-isooctane microemulsions was catalyzed by NS22002 hemicellulase at 

a much higher rate than the same reactions catalyzed by a C. antarctica lipase B CALB 

(kinetic constant k 8 and 990 times higher for esterification and transesterification reactions, 

respectively). 

Enzymatic synthesis of CAPE catalyzed by NS22002 lipase and enzymatic extracts 

produced in SSF is possible using analytical grade CGA as well as CGA-rich extracts 

obtained from CP. The yields obtained using a concentrated enzymatic extract from A 

japonicus AN5 (34.48-37.10%) were lower than those obtained with NS22002 (47.31-

53.57%), but higher than those reported for a chlorogenate hydrolase from A. ochraceus 

(9.4%). 

During enzymatic synthesis of CAPE from CGA in microemulsions, GCA hydrolysis 

and CA formation was observed. In the system catalyzed by NS22002 hemicellulase, 
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accumulation of CA and CAPE occurred simultaneously (parallel reactions). Whereas in the 

system catalyzed by enzymatic extracts from Aspergillus spp., accumulation of CA and 

CAPE occurred sequentially (consecutive reactions). A pseudo first order kinetic model 

successfully modeled CGA, CA and CAPE concentrations in both systems.   

The results obtained in this study show that it is possible to extract, purify and 

transform CGA from CP to obtain valuable compounds as CAPE. The proposed 

methodology can be used to give added value to an agro-industrial by-product currently 

underutilized in our country. However, it requires further research to optimize these 

processes and make them economically more attractive. 
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1. Introducción 

La pulpa de café (PC) es el principal subproducto sólido derivado del beneficio 

húmedo del café y representa alrededor del 40% del peso fresco del fruto del café (Aranda et 

al., 2004). Las aplicaciones tradicionales de la PC incluyen su uso como fertilizante, alimento 

animal o composta. Mediante estas aplicaciones se aprovecha sólo una fracción de la PC 

disponible. Por ello, es necesario encontrar usos alternativos para este subproducto (Murthy 

y Naidu, 2012).  

Una de las aplicaciones potenciales más prometedoras de la PC consiste en la 

extracción de compuestos fenólicos presentes en este subproducto. Mediante este 

procedimiento se pueden obtener compuestos con importantes actividades biológicas y 

diversas aplicaciones industriales. Además, la PC libre de compuestos fenólicos puede ser 

utilizada para alguna de las aplicaciones tradicionales antes mencionadas.  

El ácido clorogénico (ACL) es el ácido fenólico más abundante en la PC, se encuentra 

en concentraciones de 2 a 12 g/kg de PC (bs) y representa del 51 al 81% de los ácidos 

hidroxicinámicos (AHCs) y derivados presentes en la PC (Ramirez-Martinez, 1988; Clifford 

y Ramirez-Martinez, 1991a; Ramirez-Coronel et al., 2004). El ACL puede ser hidrolizado 

química o enzimáticamente para obtener cantidades equimolares de ácido cafeico (AC) y 

ácido quínico (AQ). Estos compuestos tienen propiedades biológicas interesantes que pueden 

dar lugar a aplicaciones industriales. El AQ es utilizado como materia prima para la síntesis 

asimétrica de compuestos naturales y derivados, como el ácido shikímico (Barco et al., 1997). 

El ácido shikímico se usa como sustrato para la síntesis comercial del oseltamivir, el 

compuesto activo en algunos antivirales como el Tamiflu® (Jiang y Singh, 1998). El ACL y 

el AC tienen propiedades antioxidantes, antivirales, anticancerígenas y antiinflamatorias (Lin 

y Yan, 2012). Además, pueden ser utilizados para la síntesis de compuestos bioactivos como 

el éster fenetílico del ácido cafeico (CAPE) (LeBlanc et al., 2012).   

El CAPE es uno de los principales compuestos activos del propóleo (un producto de 

las abejas). El CAPE presenta actividad biológicas importantes como: antioxidante, 

antiinflamatoria, antiviral, inmunomodulatoria, anti-invasiva, carcinostática, entre otras 

(Watanabe et al., 2011 y las referencias citadas). 
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Actualmente, el CAPE se extrae de fuentes naturales. El proceso es sencillo, pero 

lento. Además, la purificación del CAPE obtenido de fuentes naturales es complicada. Por 

ello, se han buscado métodos para la síntesis de CAPE (Ye et al., 2012).  

Los métodos químicos utilizados involucran tiempos de preparación de hasta 96 h 

con rendimientos variables del 30 al 86% (Zhang et al., 2014 y las referencias citadas). Los 

métodos enzimáticos publicados consisten, en su mayoría en la esterificación de AC y 

alcohol fenetílico (2-FE) catalizada por preparaciones comerciales de lipasas inmovilizadas. 

En estas reacciones se alcanzan altos rendimientos (90-100%) con tiempos de reacción 

prolongados (48-60 h) y requieren grandes cantidades de biocatalizador (hasta 15 mg de 

biocatalizador/mg de AC) debido a las bajas tasas de reacción (Widjaja et al., 2008; Chen et 

al., 2010). Estas bajas tasas de reacción pueden estar asociadas con la baja afinidad por los 

sustratos utilizados, así como a la baja solubilidad de los mismos. 

Una alternativa para incrementar las tasas de reacción y reducir el tiempo necesario 

para la síntesis enzimática de CAPE consiste en utilizar una enzima con mayor afinidad a los 

sustratos, como la clorogenato hidrolasa. Sin embargo, actualmente no existen fuentes 

comerciales de esta enzima. 

En el presente trabajo se estudió la síntesis enzimática de CAPE a partir de ACL 

obtenido de la PC. Se caracterizó la composición de diferentes variedades de café en tres 

estados de madurez en función de su contenido de AHCs. Se extrajo y se purificó el ACL de 

la PC, el cual se transformó enzimáticamente. Las reacciones de síntesis de CAPE fueron 

modeladas matemáticamente, lo cual permitió comparar cuantitativamente las diferentes 

reacciones estudiadas. La transesterificación de ACL a CAPE se llevó a cabo utilizando 

enzimas comerciales con actividad clorogenato hidrolasa así como extractos enzimáticos 

producidos por hongos filamentosos en un sistema de fermentación en medio sólido (FMS). 

En el capítulo 6 se presenta la caracterización del material vegetal (PC). Se analizó el 

contenido de AHCs libres y esterificados de la PC obtenida de frutos de siete variedades en 

tres diferentes estados de madurez, así como una muestra de PC obtenida de un proceso 

comercial. En el capítulo 7 se desarrollaron metodologías para la extracción rápida de AHCs 

de la PC. Posteriormente se utilizaron cromatografías en columna para obtener un extracto 

rico en ACL a partir de un extracto etanólico de PC. 
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En el capítulo 8 se describe la producción de extractos enzimáticos con actividad 

clorogenato hidrolasa. Se evaluaron 10 cepas fúngicas por su capacidad para crecer en placas 

de agar con ACL como única fuente de carbono y formar halos de hidrólisis. Las cepas 

capaces de crecer en este medio se utilizaron para la producción de enzimas con actividad 

clorogenato hidrolasa en fermentación en medio sólido (FMS). Finalmente, en el capítulo 9 

se estudió la síntesis enzimática de CAPE a partir de AC, ACL y extractos ricos en ACL 

obtenidos de la PC. Estas reacciones fueron catalizadas por enzimas comerciales y extractos 

enzimáticos con actividad clorogenato hidrolasa producidas por FMS.  
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2. Revisión bibliográfica 

En México, la producción de café ocupa una superficie de cultivo de 791,916 Ha y es 

la principal actividad económica de más de 4,500 comunidades en doce Estados de la 

República, de las cuales el 60% son de población indígena. La agroindustria del café 

mexicano genera anualmente más de 700 mil empleos directos e indirectos, de los que 

dependen más de 3 millones de personas. Por ello, la cafeticultura tiene una gran importancia 

económica y social para nuestro país (Gómez-Crespo, 2001; SIAP, 2015). Por otra parte, la 

agroindustria cafetalera también es una fuente importante de residuos y contaminación. Se 

estima que esta industria genera en México más de medio millón de toneladas de 

subproductos sólidos al año (Valdez-Vazquez et al., 2010).  

2.1 Pulpa de café (PC)  

La PC es el principal subproducto sólido derivado del beneficio húmedo del café. La 

PC consiste en la piel exterior o pericarpio del fruto, y la mayor parte del mesocarpio 

(Esquivel y Jiménez, 2012). La presencia de compuestos tóxicos y anti-nutricionales limita 

su uso en diversas aplicaciones, como en la alimentación animal (Ulloa et al., 2004). Además, 

la PC fresca tiene un alto contenido de humedad (alrededor del 77%), lo cual dificulta su 

manejo y transporte (Bressani, 1979a). 

En el año 2014 se produjeron 1166 millones de toneladas de café cereza (SIAP, 2015), 

de los cuales el 86% se procesaron mediante el beneficio húmedo (SIAP, 2005), generando 

más de 400 mil toneladas de PC fresca. Esto es más de 100 mil toneladas en base seca 

(Bressani, 1979a). Por ello, diversos investigadores han desarrollado procesos para el 

aprovechamiento de la PC (Tabla 2.1). Sin embargo, pocas de estas técnicas se aplican 

realmente en nuestro país, por lo que gran parte de la PC generada en México es almacenada 

cerca de los beneficios, produciendo malos olores, problemas de contaminación al manto 

freático y la eutrofización de ríos y lagunas donde es vertida (Houbron et al., 2007). 

2.1.1 Usos de la PC 

La PC contiene una gran cantidad de nutrientes que podrían ser utilizados en la 

alimentación animal. Sin embargo, su alto contenido de compuestos tóxicos y anti-

nutricionales limita su uso para este fin. Se ha encontrado que para ciertos animales, como 
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las vacas lecheras, se puede utilizar hasta un 20% de PC en su alimentación sin un efecto 

negativo en su crecimiento. Sin embargo, para otros animales, como los gallos, el límite es 

tan bajo como el 5% en peso (Noriega-Salazar et al., 2008). Una alternativa para el 

aprovechamiento de la PC consiste en la detoxificación del residuo previo a su uso como 

alimento animal. La detoxificación de la PC se ha llevado a cabo mediante ensilaje y/o FMS 

con hongos filamentosos (Perraud-Gaime y Roussos, 1997; Ramírez-Martínez, 1999). 

 

Tabla 2.1 Aplicaciones y usos potenciales de la PC 

Producto Referencia (s) 

Alimento animal (Ramírez-Martínez, 1999) 

Fertilizante orgánico (Aranda et al., 2004) 

Combustible sólido (Musisi, 2009) 

Bioetanol (Shenoy et al., 2011) 

Biogas (Calzada et al., 1981) 

Hongos comestibles (Martínez-Carrera et al., 2000) 

Aromas (Medeiros et al., 2003) 

Compuestos fenólicos (Torres-Mancera et al., 2011) 

Enzimas (α-amilasa, xilanasa, pectinasa, lacasa, 

tanasa, FAE, clorogenato hidrolasa, etc.) 

(Boccas et al., 1994; Sobal et al., 

2003; Mata et al., 2005; Adachi et al., 

2008; Murthy et al., 2009; Murthy y 

Naidu, 2011; Pérez-Morales et al., 

2011) 

 

La PC también puede usarse como fertilizante orgánico, principalmente para fertilizar 

los árboles de café. Sin embargo, el uso de la PC fresca como fertilizante tiene un 

inconveniente: su manejo es complicado debido a la alta humedad. Por ello, se ha propuesto 

el secado de la pulpa para su uso como fertilizante. Sin embargo, para igualar la composición 

química de 1 kg de fertilizante orgánico se requieren de 5 a 10 kg de PC seca (Bressani, 

1979b). Una alternativa para mejorar las propiedades como bio-fertilizante de la PC es el 

compostaje y el vermicompostaje (Aranda et al., 2004; Pierre et al., 2009).  

Otra de las aplicaciones tradicionales para la PC, es su uso como combustible. 

Tradicionalmente se ha usado la PC para la quema directa en los hornos utilizados en el 

secado del grano de café (Houbron et al., 2007). Esto permite ahorrar energía en el beneficio 
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cuando se utiliza el secado mecánico. Sin embargo, no en todos los beneficios se usa este 

proceso. La aplicación de la PC como combustible; es muy limitada, debido a su baja 

densidad energética. Una alternativa para el aprovechamiento de la PC es la producción de 

combustibles sólidos comprimidos, como los pellets y las briquetas (Musisi, 2009). 

La PC también ha sido empleada para la producción de combustibles gaseosos. Se ha 

reportado que se pueden producir 133 m3 de biogás a partir de la digestión anaerobia de una 

tonelada de PC. Esto equivale al contenido energético de 100 L de petróleo (Pandey et al., 

2000). El principal inconveniente de este proceso es el bajo valor económico del biogás, 

alrededor de 0.4 USD por m3 así como el costo del transporte de las materias primas y del 

gas producido (Birath, 2007). Recientemente se ha investigado el uso de la PC en la 

producción de bioetanol a partir de PC fresca y seca (Shenoy et al., 2011). 

La PC es un buen sustrato para la producción de hongos comestibles como Pleurotus, 

Lentinula y Auricularia (Martínez-Carrera et al., 2000). En México, el cultivo rural de setas 

usando PC como sustrato comenzó en 1989 en una comunidad indígena de Puebla, y se ha 

extendido a otras regiones del país debido a las ventajas sociales, económicas y ecológicas 

para el desarrollo rural (Martinez-Carrera et al., 1998). El cultivo de setas a nivel rural ha 

sido exitoso y sustentable. Sin embargo, una serie de inconvenientes técnicos y económicos 

han impedido llevar este proceso a nivel industrial (Martínez-Carrera et al., 2000).  

Se ha estudiado la producción de aromas usando PC como sustrato. Medeiros et al. 

(2003) estudiaron la capacidad de dos cepas de Ceratocytis fimbriata para producir aromas 

frutales mediante FMS usando PC como soporte y sustrato. Se detectaron 11 compuestos 

volátiles durante el cultivo, de los cuales el acetato de etilo y el etanol fueron los más 

abundantes.  

La PC se ha utilizado como sustrato para la producción de diferentes enzimas por 

FMS. Se ha aprovechado la composición de la PC para la producción de enzimas que actúan 

sobre compuestos fenólicos, tales como la tanasa (Sobal et al., 2003), lacasa (Mata et al., 

2005; Niladevi et al., 2007), feruloil esterasa (Pérez-Morales et al., 2011) y clorogenato 

hidrolasa (Adachi et al., 2008). También se ha usado la PC para la producción de enzimas 

degradadoras de carbohidratos, como pectinasas (Boccas et al., 1994; Nava et al., 2011), 

xilanasa (Murthy y Naidu, 2011) y α-amilasa (Murthy et al., 2009). 
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Una aplicación que ha llamado la atención recientemente es la extracción de 

compuestos fenólicos presentes en la PC. Esto se puede llevar a cabo mediante procesos 

químicos o biológicos, como la aplicación de enzimas o por la biotransformación por 

microorganismos mediante FMS (Ramirez-Coronel et al., 2004; Arellano-González et al., 

2011; Torres-Mancera, 2013). 

2.1.2 Composición de la PC 

La PC fresca tiene un alto contenido de humedad (mayor al 70%), lo cual dificulta su 

manejo. Para la mayoría de las aplicaciones, la PC debe secarse para evitar el crecimiento 

microbiano durante el almacenamiento. En la Tabla 2.2 se muestra la composición química 

de la PC seca.  

Tabla 2.2 Composición química de la PC 

Componente Contenido (% p/p bs)** 
  

Análisis proximal  

Grasa cruda 1.3 - 3.8 

Fibra cruda 16.2 - 35.2 

Proteína 8.0 - 15.0 

Cenizas 5.0 - 9.5 

Extracto libre de N 42.7 - 63.5 

Carbohidratos* 66.5 - 84.4 
  

Componentes de la pared celular  

Celulosa 10.5 - 28.6 

Hemicelulosa 1.0 - 15.5 

Lignina 12.2 - 22.8 
  

Otros componentes orgánicos  

Taninos 0.7 - 4.6 

Cafeína 0.7 - 1.8 

*Carbohidratos = Fibra cruda + extracto libre de N 

**Datos obtenidos de: (Elias, 1979; Awolumate, 1983; Peñaloza et al., 1985; Donkoh et al., 

1988; Zuluaga-Vasco, 1989; Ulloa Rojas et al., 2002). 

 

La PC es especialmente rica en carbohidratos (66.5-84.4%) y tiene un contenido 

relativamente alto de proteína (8-15%) por lo que podría tener un alto valor nutrimental. Pero 

también tiene cantidades significativas de compuestos antinutricionales, como taninos (0.7-
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4.6 %) y cafeína (0.7-1.8%) (Elias, 1979; Awolumate, 1983; Peñaloza et al., 1985; Donkoh 

et al., 1988; Zuluaga-Vasco, 1989; Ulloa Rojas et al., 2002). 

La fracción de carbohidratos de la PC contiene, además de los componentes de la 

pared celular (celulosa, hemicelulosa y lignina): azúcares reductores (12.40%), azúcares no 

reductores (2.02%) y sustancias pécticas (6.52%) (Wilbaux, 1956; Elias, 1979). 

2.1.3 Compuestos fenólicos en la PC 

Una de las aplicaciones más atractivas para el aprovechamiento de la PC consiste en 

la extracción de compuestos fenólicos, debido a su alto valor comercial. Por ello, los 

compuestos fenólicos de la PC se han estudiado exhaustivamente desde hace más de 20 años. 

Se han identificado y cuantificado diferentes compuestos fenólicos en la PC, tales como 

flavanoles, flavonoles, antocianidinas, proantocianidinas, ácidos hidroxibenzóicos (AHBs), 

ácidos hidroxicinámicos (AHCs) y sus derivados (Tabla 2.3). 

Flavonoides  

Los flavonoides son compuestos polifenólicos de 15 átomos de carbono formados por 

dos anillos aromáticos conectados por anillo heterocíclico de pirano (Kumar y Pandey, 2013). 

Estos compuestos están ampliamente distribuidos en el reino vegetal, y están presentes en 

altas concentraciones en la epidermis de las hojas y en la piel de las frutas (Crozier et al., 

2006). Las principales subclases de flavonoides son las flavonas, flavonoles, flavan-3-oles, 

isoflavonas, flavanonas y antocianidinas. En la Figura 2.1 se muestran las estructuras 

genéricas de las principales subclases de flavonoides. Estas estructuras genéricas pueden 

tener numerosas sustituciones. Las más comunes son grupos hidroxilos, metilos y glucósidos. 

Estas moléculas pueden unirse para dar proantocianidinas oligoméricas o poliméricas, 

también conocidas como taninos condensados (Crozier et al., 2006).  
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Tabla 2.3 Concentración de los compuestos fenólicos presentes en la PC 

Compuesto Concentración (g/kg, bs)* 

 

Flavanoles 

 

Catequina 0.06–0.63 

Epicatequina 1.53–4.36 

Total flavanoles 0.60–4.94 

 

Flavonoles  

Rutina 0.09–0.70 

Total flavonoles 0.09–0.70 

 

Antocianidinas 0.040–0.050 

 

Proantocianidinas   

Prodelfinidinas 7.00–7.01 

Proantocianinas 2.50–2.59 

Total proantocianidinas 6.00–20.10 

 

Ácidos hidroxibenzoicos (AHBs)  

Ácido protocatéquico 0.09–4.70 

Total ácidos (AHBs) 0.09–4.70 

 

Ácidos hidroxicinámicos (AHCs)  

Ácido caféico (AC) 0.09–2.66 

Ácido ferúlico (AF) 0.05–0.26 

Ácido p-cumárico (ApC) 0.08–0.16 

Ácido 5-CQ (ACL) 2.38–12.80 

Ácido 4-CQ 0.30–0.30 

Ácido 3-CQ 0.20–0.20 

Ácido 3,5-diCQ 0.20–1.13 

Ácido 3,4-diCQ 0.90–4.45 

Ácido 4,5-diCQ 0.00–1.22 

Ácido 5-FQ 0.00–0.20 

Ácido pCQ 0.08–0.60 

Total AHCs 2.98–15.98 

*Datos obtenidos de: (Ramirez-Martinez, 1988; Clifford y Ramirez-Martinez, 1991a; 

Clifford y Ramirez-Martinez, 1991b; De Colmenares et al., 1994; Ramirez-Coronel et al., 

2004; Benoit et al., 2006; Ramírez-Coronel et al., 2007; Torres-Mancera et al., 2011) 
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Figura 2.1. Estructura genérica de las principales subclases de flavonoides.  

 

Se han identificado diferentes clases de flavonoides y compuestos derivados en la PC. 

Ramírez (1987) analizó los compuestos fenólicos presentes en los extractos metanólicos de 

PC. Utilizando cromatografía en papel, identificó tentativamente compuestos pertenecientes 

a los grupos de catequinas, leucoantocianidinas, antocianinas y derivados glucósidos de 

flavonoles. En estudios posteriores, utilizando HPLC identificó y cuantificó los flavonoides 

catequina, epicatequina y rutina (Ramirez-Martinez, 1988).  

Más recientemente, Ramirez-Coronel et al. (2004) analizaron los compuestos 

fenólicos de la PC mediante tiólisis directa seguida de HPLC. Ellos encontraron flavanoles 

en forma de monómeros y proantocianidinas. Las unidades constitutivas de las 

proantocianidinas fueron principalmente epicatequina (más del 90%). También encontraron 

pequeñas cantidades de flavonoles y antocianidinas (0.4-0.6 g/kg, bs). 

Ácidos fenólicos 

Los ácidos fenólicos son compuestos que poseen un anillo aromático con al menos 

un grupo hidroxilo y un grupo carboxilo (Figura 2.2). Los ácidos fenólicos naturales se 

clasifican de acuerdo a su estructura en ácidos hidroxibenzoicos (AHBs) y ácidos 

hidroxicinámicos (AHCs). Los ácidos fenólicos pueden encontrarse libres o en forma de 
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ésteres de azúcares, como la glucosa o ácidos orgánicos, como el ácido quínico o tartárico 

(Robbins, 2003).  

 

Figura 2.2 Estructura de los principales ácidos fenólicos. 

 

Los ácidos fenólicos de la PC corresponden, principalmente a AHCs. El único AHB 

identificado en la PC es el ácido protocatéquico, el cual se encuentra en una concentración 

de 0.09 a 4.70 mg/kg, bs (Ramirez-Martinez, 1988; Clifford y Ramirez-Martinez, 1991a).  

Los AHCs en la PC están en forma de ácidos libres, ésteres solubles y ésteres 

insolubles. Se han identificado y cuantificado ácido cafeico (AC), ácido ferúlico (AF), ácido 

p-cumárico (ApC) y los derivados: ácido 3-cafeoil quínico (3-CQA), ácido 4-cafeoil quínico 

(4-CQA), ácido 5-cafeoil quínico (5-CQA), ácido 3,5-dicafeoil quínico (3,5-diCQA), ácido 

3,4-dicafeoil quínico (3,4-diCQA), ácido 4,5-dicafeoil quínico (4,5-diCQA), ácido 5-feruloil 

quínico (5-FQA) y ácido p-cumaroil quínico (pCQA) (Ramirez-Martinez, 1988; Clifford y 

Ramirez-Martinez, 1991a; Ramirez-Coronel et al., 2004; Benoit et al., 2006; Ramírez-

Coronel et al., 2007; Torres-Mancera et al., 2011). 
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El ACL es el ácido fenólico más abundante en la PC (Figura 2.3). Se encuentra en 

una concentración de 2.4 a 12.8 g/kg de PC (bs) y representa del 51 al 91% de los AHCs 

presentes en la PC (Ramirez-Martinez, 1988; Clifford y Ramirez-Martinez, 1991a; Clifford 

y Ramirez-Martinez, 1991b; Ramirez-Coronel et al., 2004; Ramírez-Coronel et al., 2007). 

 

Figura 2.3 Isómeros del ácido clorogénico (ACL) 

 

Diversos estudios in vitro, in vivo y epidemiológicos han atribuido beneficios 

potenciales del consumo de ACL para la salud humana. Estos beneficios potenciales se basan 

en sus propiedades antioxidantes, antivirales, hipoglucémicas y hepatoprotectivas (Marques 

y Farah, 2009 y las referencias citadas). Por ello, el ACL tiene aplicaciones potenciales en la 

industria química, farmacéutica y de alimentos.  

Comercialmente, ACL se extrae de granos verdes de café y de algunas plantas 

medicinales, como la madreselva (Lonicera japonica) y el árbol de la gutapercha (Eucommia 

ulmoides) (Chen et al., 2007). Estas plantas deben ser cultivadas específicamente para este 

propósito, por lo que tienen un valor comercial relativamente alto. El valor comercial del 

ACL oscila entre 36 y 65,000 USD por kg, dependiendo del grado de pureza (25-95%) 

(www.alibaba.com; www.sigmaaldrich.com). Por ello, resulta atractivo buscar nuevas 

fuentes de bajo costo para la obtención de ACL.  

 

 

http://www.alibaba.com/
http://www.sigmaaldrich.com/
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2.2 Aprovechamiento de los AHCs de la PC  

El aprovechamiento de la PC para la extracción de AHCs y derivados puede ser una 

alternativa económicamente viable para la producción comercial de estos compuestos. 

Además, la producción de AHCs a partir de la PC contribuiría a reducir la contaminación 

generada por la agroindustria cafetalera y se le daría un alto valor añadido a un subproducto 

pobremente utilizado en nuestro país. De esta manera se pueden obtener beneficios 

económicos y ecológicos. 

El aprovechamiento de los AHCs y derivados comienza por la extracción de los 

compuestos. Para la aplicación de estos compuestos, generalmente se requiere de operaciones 

de extracción, concentración y purificación. Finalmente, los AHCs recuperados pueden ser 

sometidos a tratamientos químicos o biológicos para obtener compuestos con mejores 

actividades biológicas o de un mayor valor comercial. 

2.2.1 Extracción 

La extracción de AHCs de la PC para fines analíticos se ha realizado principalmente 

mediante extracciones líquido-sólido convencionales. Ramirez-Coronel et al. (2004) 

estudiaron la eficiencia de la extracción de los compuestos fenólicos con solventes. 

Realizaron una serie de extracciones sucesivas con hexano, metanol acidificado y acetona 

acidificada. El tratamiento con metanol permitió remover del 60 al 66% de los AHCs de la 

PC, mientras que tras la extracción con acetona la mayor parte de los AHCs (más del 95%) 

fue removida (Ramirez-Coronel et al., 2004). Pérez-Morales (2008) evaluó diferentes 

concentraciones de metanol (60-100%) para la extracción de AHCs de la PC. Posteriormente, 

evaluó el efecto combinado del tiempo y temperatura de extracción. Las mejores condiciones 

para la extracción fueron: metanol al 80%, 56 °C y 34 minutos. 

Estas metodologías son efectivas para recuperar de manera cuantitativa los AHCs de 

la PC. Se han utilizado con éxito para el análisis de los compuestos fenólicos de la PC. Sin 

embargo, para la extracción preparativa de compuestos fenólicos se prefieren metodologías 

rápidas y fácilmente escalables, como la extracción asistida por ultrasonido (EAU), la 

extracción asistida por microondas (EAM) y la extracción con fluidos supercríticos (EFSC).  
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La EAU se ha utilizado exitosamente para la extracción de ACL a partir de hojas de 

Eucommia ulmoides y de tabaco (Li et al., 2005; Mazvimba et al., 2012). La EAM ha sido 

utilizada para la extracción de ACL a partir de capullos de Lonicera japonica y de granos 

verdes de café (Zhang et al., 2008a; Upadhyay et al., 2012). La EFSC se ha utilizado para 

extraer ACL de granos verdes de café (De Azevedo et al., 2008). Sin embargo, ninguna de 

estas metodologías ha sido utilizada para la extracción de AHCs o ACL de la PC. 

La extracción líquido sólido (convencional o acelerada) se puede utilizar para extraer 

los AHCs libres y los ésteres solubles, como el ACL y sus isómeros. Sin embargo, existe una 

fracción de AHCs que se encuentran esterificados a los polímeros de la PC y solo pueden ser 

extraídos mediante una hidrólisis. La extracción de los AHCs esterificados generalmente se 

realiza mediante una hidrólisis alcalina. Torres-Mancera et al. (2011) reportaron la 

composición de AHCs libres y esterificados en la PC. Para ello compararon la cantidad de 

AHCs extraídos por una hidrólisis alcalina, con los obtenidos por una solución de metanol al 

80%. De acuerdo con sus resultados, la mayor parte de los AHCs (83.7%) se encuentran en 

forma de ésteres insolubles en la PC. 

La extracción enzimática de AHCs esterificados puede ser una alternativa viable a los 

procesos tradicionales de hidrólisis química. Benoit et al. (2006) usaron una feruloil esterasa 

tipo B (FAE-B) para extraer los AHCs totales de la PC. Con este tratamiento extrajeron de 

manera cuantitativa el AC, el 73% del ApC y el 45% del AF de los AHCs de la PC. Torres-

Mancera et al. (2011) usaron un extracto crudo producido por Rhizomucor pusillus en FMS 

y una pectinasa comercial para la extracción de AHCs de la PC. Usando esta combinación 

lograron extraer el 54.4% del ACL, 19.8% del AF, el 7.2% del ApC y el 2.3% del AC 

esterificados de la PC. En estudios posteriores, usando una combinación de extractos 

enzimáticos producidos por Aspergillus tamarii, Rhizomucor pusillus y Trametes sp. 

consiguieron extraer el 36.1% y el 33% del ACL y el AC esterificados, respectivamente 

(Torres-Mancera et al., 2013). 

2.2.2 Aislamiento y purificación 

Los extractos obtenidos de la PC por los métodos antes mencionados, consisten en 

soluciones diluidas de AHCs con diferentes impurezas. Dependiendo de la aplicación en la 

que serán utilizados, los extractos ricos en AHCs requieren de cierta concentración y pureza. 
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Hasta el momento, no existen reportes sobre la purificación de AHCs extraídos de la PC. 

Pero existen reportes de la purificación de ACL y AF extraídos de otras fuentes. 

Los procedimientos tradicionales para el aislamiento y purificación de AHCs 

incluyen extracciones líquido-líquido y cristalizaciones (Hulme, 1953; Rakotomalala, 1992). 

Sin embargo, estos procedimientos son largos, laboriosos y consumen grandes cantidades de 

solventes orgánicos. Para el aislamiento de estos compuestos a nivel laboratorio, los métodos 

cromatográficos presentan algunas ventajas, como la rapidez y la facilidad para escalar y 

automatizar el proceso.  

Lu et al. (2004) purificaron ACL a partir de un extracto de Lonicera japonica usando 

cromatografía contracorriente de alta velocidad (HSCCC) con un sistema bifásico compuesto 

de n-butanol-ácido acético-agua (4:1:5). Ellos obtuvieron 16.9 mg de ACL con una pureza 

del 94.8% a partir de 300 mg de extracto crudo, con una recuperación del 90%, 

aproximadamente. La cromatografía HSCCC se utilizó también para purificar 

simultáneamente AC, ACL y luteolina a partir de un extracto crudo de Caulis lonicerae. 

Usando un sistema bifásico acetato de etilo-etanol-agua (4:1:5), a partir de 110 mg de 

extracto crudo recuperaron 7.2 mg de AC, 15.7 mg de ACL y 18.8 mg de luteolina con una 

pureza de 95.55%, 97.24% y 98.11%, respectivamente. 

Zhang et al. (2008b) desarrollaron un método de separación preparativa para la 

recuperación de ACL a partir de extractos crudos de Lonicera japonica mediante su 

adsorción en la resina macroporosa HPD-850. En las condiciones óptimas, el contenido de 

ACL del extracto se incrementó de 11.2 a 50% con una recuperación del 87.9%. Sun et al. 

(2013) usaron la adsorción en la resina macroporosa X-5 para la purificaron ACL a partir de 

extractos de manzanas inmaduras. Después de la separación cromatográfica, el contenido de 

ACL fue de 15.20%, 2.79 veces más alto que el contenido en el extracto crudo, con una 

recuperación del 89.16%. 

2.2.3 Transformación enzimática de AHCs 

Los AHCs son compuestos naturales con actividades biológicas importantes. Sin 

embargo, debido a su carácter polar, las aplicaciones de los AHCs en sistemas con lípidos 

dispersos son limitadas. La hidrofobicidad de los AHCs puede ser mejorada mediante su 
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lipofilización química o enzimática. La lipofilización consiste en esterificar el grupo 

carboxilo del AHC con un alcohol graso para obtener una molécula anfifílica, la cual 

conserva sus propiedades funcionales originales (Figueroa-Espinoza y Villeneuve, 2005). 

La lipofilización enzimática presenta algunas ventajas sobre la lipofilización química, 

tales como: condiciones de reacción más suaves, menos reacciones secundarias y menor 

cantidad de subproductos, reducción de pasos intermedios y de pasos de purificación, menor 

consumo de energía y menor formación de residuos (Figueroa-Espinoza y Villeneuve, 2005). 

Varios autores han trabajado en la síntesis enzimática de derivados lipofílicos de 

AHCs. Guyot et al. (1997) estudiaron la síntesis enzimática de ésteres de ácidos fenólicos 

con alcoholes grasos catalizada por una lipasa inmovilizada de Candida antarctica en un 

sistema libre de solvente. Ellos observaron tasas de reacción muy bajas a pesar de la alta 

actividad del catalizador. Además, encontraron que la presencia de un doble enlace 

conjugado en la cadena lateral de un anillo aromático para-hidroxilado, como en el AC y el 

AF, inhibe completamente a la lipasa. Ellos asociaron este fenómeno a un efecto electrónico 

más que a un efecto estérico, ya que la esterificación del ácido 3,4 di-metoxi-cinámico fue 

posible, mientras que la del AC y AF no. 

Stamatis et al. (1999) estudiaron la esterificación de ácidos fenólicos con 1-octanol 

catalizada por lipasas inmovilizadas de C. antarctica y Rhizomucor miehei. Ellos observaron 

que la lipasa de C. antarctica es capaz de catalizar la esterificación del ácido p-

hidroxifenilacético y el ácido cinámico con altas tasas de reacción y altos rendimientos. Sin 

embargo, cuando el sustrato es un derivado del ácido benzoico o cinámico con una sustitución 

hidroxilo en la posición orto o para (como en el AC, AF, ApC y AoC) inhibe la actividad 

enzimática. Cuando la cadena lateral del sustrato está saturada (como en el ácido p-

hidroxifenilacético), la para-hidroxilación no tiene efecto sobre la actividad enzimática.  

Una alternativa para la síntesis enzimática de ésteres de AHCs consiste en el uso de 

una feruloil esterasa (FAE) como catalizador. Giuliani et al. (2001) estudiaron la síntesis de 

ferulato de pentilo catalizada por una FAE-A de A. niger en un sistema de microemulsión 

agua en aceite. La reacción alcanzó un alto rendimiento (50-60%) en un tiempo corto (8 h). 

Las feruloil esterasas también han sido utilizadas en la síntesis de ésteres de AHCs con 

monosacáridos (Topakas et al., 2005; Couto et al., 2010), oligosacáridos (Couto et al., 2011) 
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y glicerol (Tsuchiyama et al., 2007; Matsuo et al., 2008). Otra aplicación potencial para los 

AHCs es la síntesis de ésteres de AHCs con alcoholes aromáticos, como el ester fenetílico 

del ácido ferúlico (FAPE) y el ester fenetílico del ácido cafeico (CAPE). Estos compuestos 

tienen importantes actividades biológicas y aplicaciones industriales potenciales.  

2.3 Síntesis de CAPE 

El CAPE (Figura 2.4) es uno de los principales compuestos activos del propóleo. El 

CAPE presenta actividad antioxidante, antiinflamatoria, antiviral, inmunomodulatoria, 

antiangiogénica, anti-invasiva, anti-metastásica, carcinostática, neuroprotectora, 

hepatoprotectora y cardiopotectora (Watanabe et al., 2011; Tolba et al., 2013).  

 

Figura 2.4 Estructura del ester fenetílico del ácido cafeico (CAPE). 

 

 

Debido a sus actividades biológicas, el CAPE tiene aplicaciones potenciales en 

medicina y cosmetología. El uso del CAPE se ha patentado para el tratamiento de diferentes 

tipos de cáncer, de desórdenes neurodegenerativos y cardiovasculares, así como de 

enfermedades alérgicas. También se ha protegido su uso como agente antiviral en el 

tratamiento de virus como el HIV y el virus de la influenza. Además, se ha patentado la 

aplicación del CAPE como agente antimicrobiano en la elaboración de sutura, y como 

ingrediente en productos para el cuidado de la piel, para la prevención de la obesidad y para 

la regulación del crecimiento del cabello. La Tabla 2.4 muestra algunas de las patentes 

registradas en los últimos 15 años sobre las aplicaciones del CAPE. El número de patentes 

solicitadas refleja el interés industrial sobre este compuesto. 
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Tabla 2.4 Patentes seleccionadas sobre los usos del CAPE 

No. Patente Año Título Solicitante(s) 

KR20130057178 2013 Antimicrobial suture for medical use 

with CAPE, pinocembrin and 

manufacturing method thereof  

Korea Institute of 

Ceramic Engineering 

and Technology [KR] 

US8575215 2013 Use of CAPE for manufacturing a 

medicament for treating 

neurodegenerative and cardiovascular 

disorders 

Yansheng Du [USA] 

EP2420289 2012 Composition of CAPE and one of 

catechin, kaempherol and myricetin for 

potentiating antitumour effect and for 

treating tumours 

Grindeks JSC [LV] 

KR101168050 2012 Food composition for obesity prevention 

or pharmaceutical composition for 

obesity treatment containing CAPE 

SNU R&D 

Foundation [KR] 

EP2331091 2011 Pharmaceutical combination of 1-(2-

tetrahydrofuryl)-5-fluorouracil and 

caffeic acid phenethyl ester for oral 

treating of tumors 

Grindeks JSC [LV] 

Chemco Ventures Ltd 

[CY] 

JP4212052 2009 Skin care preparation Mitsuda Yasuhiro 

US20080254055 2008 Compositions for regulation of hair 

growth 

Procter & Gamble 

[USA] 

TWI281859 2007 Medical composition for treating 

respiratory allergic disease 

Fu Jen Catholic Univ. 

[TW] 

KR20050055479 2005 MMP-9 inhibitor containing caffeic acid 

or caffeic acid phenethyl ester 

Kim Cheorl-Ho [KR] 

et al. 

JP4036327 2004 Anti-influenza virus agent Ueshima Coffee Co., 

Ltd. [JP] 

JP2003119169 2003 Compound having cytotoxic activity and 

pharmaceutical composition containing 

the same as active ingredient 

Kadota Shigetoshi 

[JP] 

WO2003011276 2003 NF-κB inhibitor Ms Science Corp. 

[JP] 

EP1166782 2002 Anti-retroviral pharmaceutical 

compositions 

Yang Chi Chiang 

[TW] 

US6689811 2002 Method of using caffeic acid phenethyl 

ester and analogs thereof as radiation 

sensitizers 

Wake Forest 

University [USA] 
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La empresa Manuka Health Ltd, de Nueva Zelanda, comercializa extractos de 

propóleo ricos en CAPE con el nombre de Bio30TM. Estos extractos se venden en forma de 

extractos líquidos, cápsulas y tabletas. Estos productos están destinados a fortalecer el 

sistema inmune (http://www.bio30.com). Sin embargo, estudios in vitro demuestran el 

potencial de estos extractos para el tratamiento de diversos tipos de cáncer (Demestre et al., 

2009; Catchpole et al., 2015). 

Actualmente, el CAPE se extrae de fuentes naturales, como el propóleo. El proceso 

es sencillo, pero lento. Además, la purificación del CAPE obtenido de fuentes naturales es 

complicada. Por ello, se han buscado métodos para la síntesis de este compuesto (Ye et al., 

2012).  

2.3.1 Síntesis química 

Se han reportado varios métodos para la síntesis química del CAPE. El CAPE puede 

ser sintetizado por esterificiación entre el ACL y el 2-FE, o por sustitución de sus derivados 

halogenados.  

Grunberger et al. (1988) reportaron por primera vez la síntesis química del CAPE 

mediante la esterificación entre AC y 2-FE catalizada por ácido p-toluenosulfónico en 

benceno. Esta reacción se llevó a cabo a reflujo durante 3-4 días y tuvo un rendimiento del 

40%. Chen et al. (1996) sintetizaron CAPE usando AC y 2-FE como sustratos y N,N'-

diciclohexilcarbodiimida (DCC) como reactivo condensador. La reacción se llevó a cabo 

durante 8 h a temperatura ambiente usando tetrahidrofurano (THF) como solvente. Después 

de la fraccionación por cromatografía en columna y la recristalización, se obtuvo CAPE puro 

con un rendimiento del 38%.  

Hashimoto et al. (1988) reportaron la síntesis de CAPE a partir de AC y 2-bromoetil 

benceno usando NaOH como catalizador y hexametilfosforamida (HMPA) como solvente. 

La reacción se llevó a cabo durante 50 h a temperatura ambiente. El producto se recuperó por 

extracciones líquido-líquido, cromatografía en columna y recristalización, con un 

rendimiento del 70%.   

Chen et al. (1999) sintetizaron CAPE a partir de AC y 2-FE vía cloruro de AC en una 

reacción en dos etapas. El AC se calentó con exceso de SOCl2 durante una hora a temperatura 

http://www.bio30.com/
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de reflujo. El exceso de SOCl2 se eliminó por destilación al vacío para obtener el compuesto 

intermediario (cloruro de acilo). Se agregó 2-FE, piridina y nitrobenceno. La mezcla se dejó 

reaccionar 1 h a temperatura ambiente. El producto se purificó en una columna de sílica 

usando diclorometano/hexano como eluyente para obtener un compuesto puro con un 

rendimiento del 50%. En estudios posteriores, el mismo grupo mejoró este método. El AC 

(1.02 g) se disolvió en dioxano (25 mL), se agregó el SOCl2 (0.6 mL). La mezcla se calentó 

a reflujo durante 1 hora y se agregó el 2-FE (1.0 mL). Se calentó durante 1 h más y la solución 

se concentró al vacío. El producto concentrado se separó en una columna de sílica usando 

acetato de etilo-hexano (1:1) como eluyente, para obtener un compuesto puro (1.37 g) con 

un rendimiento del 86% (Lee et al., 2000). 

En resumen, el CAPE puede obtenerse por síntesis química con un rendimiento 

variable (38-86 %). Los métodos de síntesis directa (AC + 2-FE) son sencillos, pero lentos 

(hasta 4 días de reacción) y con un bajo rendimiento (38-40%). Los métodos basados en 

sustratos halogenados son más rápidos y con un mayor rendimiento (50-86%). Sin embargo, 

el principal inconveniente de los métodos químicos es el uso de reactivos, solventes y 

catalizadores tóxicos cuyo uso está restringido para aplicaciones médicas o de alimentos.  

2.3.2 Síntesis enzimática 

Kishimoto et al. (2005) reportaron por primera vez la síntesis enzimática de CAPE. 

Ellos utilizaron una clorogenato hidrolasa de Aspergillus japonicus para catalizar la síntesis 

de CAPE a partir de ACL y 2-FE, mediante una reacción de transesterificación; a partir de 

ACL y 2-bromoetil benceno, por sustitución de bromo; y a partir de AC y 2-FE o 2-bromoetil-

benceno por una reacción de condensación. El mejor rendimiento lo obtuvieron con la 

reacción de transesterificación (50%), mientras que la sustitución de bromo tuvo un 

rendimiento del 4.7% y la reacción de condensación tuvo un rendimiento del 13%. 

Stevenson et al. (2007) usaron una lipasa inmovilizada de C. antarctica (Novozym ® 

435) como catalizador para la síntesis de ésteres entre AHCs y alcoholes aromáticos. Las 

reacciones se llevaron a cabo a 60 °C durante 15 días, utilizando terc-butanol como solvente 

y en presencia de tamices moleculares. Ellos observaron que la estructura del ácido tiene un 

gran efecto sobre la tasa de reacción. Por ejemplo, la esterificación del ácido cinámico ocurre 

un orden de magnitud más rápido que la esterificación del AC. En las condiciones estudiadas, 
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se obtuvo un rendimiento de alrededor del 36% en 360 h de reacción para la síntesis de CAPE 

a partir de AC y 2-FE. 

Widjaja et al. (2008) mejoraron las condiciones de reacción para la síntesis 

enzimática de CAPE. Ellos probaron diferentes solventes, temperaturas, concentraciones de 

sustratos y de enzima y velocidades de agitación. En las mejores condiciones de reacción (2 

mg de AC, 125 mg de 2-FE y 30 mg de Novozym® 435 en 3 mL de isooctano a 70 °C con 

una agitación de 50 rpm) ellos obtuvieron una conversión cuantitativa en 48 h. 

Chen et al. (2011a) desarrollaron un proceso acelerado por ultrasonido para la síntesis 

enzimática de CAPE. En las condiciones óptimas (1 mM AC, 71 mM 2-FE, 2938 PLU, un 

poder ultrasónico de 2 W/cm2 y un tiempo de incubación de 9.6 h) obtuvieron una conversión 

del 93.08%. El mismo grupo de investigación utilizó un método similar para la síntesis en 

continuo de CAPE. Ellos usaron un reactor empacado con Novozym® 435 el cual colocaron 

dentro de un baño ultrasónico con control de temperatura. Los reactivos (AC y 2-FE) se 

disolvieron en terc-butanol/isooctano (1:9). La mezcla se bombeó continuamente a través del 

reactor. En las mejores condiciones de reacción, obtuvieron una conversión del 92.11% 

(Chen et al., 2011b).  

Ha et al. (2012) estudiaron la síntesis enzimática de CAPE usando líquidos iónicos 

como solvente. Ellos evaluaron varias lipasas y varios líquidos iónicos. Ellos seleccionaron 

el 1-etil-3-metilimidazolio bis(trifluorometilsulfonil) imida ([Emim] [Tf2N]) como medio de 

reacción, y la lipasa inmovilizada de C. antarctica (Novozym® 435) como catalizador. 

Posteriormente, optimizaron las condiciones de reacción usando la metodología de superficie 

de respuesta. En las condiciones óptimas (60 h, 73.7 °C, relación molar 2-FE/AC = 27.1:1 y 

relación enzima/AC = 17.8:1) obtuvieron un rendimiento del 96.6% (Ha et al., 2013). 

En resumen, el CAPE puede obtenerse mediante síntesis enzimática. Algunos 

métodos publicados conducen a altos rendimientos (90-100%). Sin embargo, estos métodos 

tienen algunos inconvenientes, como los largos tiempos de reacción (48-60 h) y las grandes 

cantidades de biocatalizador necesarias (15-18 mg de catalizador/mg de AC). Esto puede 

estar asociado a la baja afinidad entre el biocatalizador y los sustratos utilizados, así como a 

la baja solubilidad de los mismos. 
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2.4 Enzimas utilizadas para la transformación de AHCs  

Varias enzimas han sido utilizadas como catalizadores para la transformación de 

AHCs, entre las que destacan las lipasas, feruloil esterasas y clorogenato hidrolasas. Estas 

enzimas pueden ser utilizadas en forma de extractos crudos o como enzimas puras. Además, 

pueden utilizarse en su forma libre o inmovilizada. A continuación, se describirán 

brevemente las principales enzimas usadas en la modificación de AHCs 

2.4.1. Lipasas 

Las lipasas, o triacilglicerol hidrolasas (EC 3.1.1.3) son una clase de hidrolasas que 

catalizan la hidrólisis de triglicéridos a glicerol y ácidos grasos en una interfase agua-aceite 

Treichel et al. (2010). Estas reacciones hidrolíticas pueden invertirse en ambientes micro-

acuosos, como en las reacciones en solventes orgánicos, dando lugar a reacciones de 

esterificación y transesterificación (Gupta et al., 2015). 

Las lipasas son producidas por animales, plantas y microorganismos. Para 

aplicaciones industriales, son preferibles las lipasas microbianas debido a su estabilidad, 

selectividad y amplia especificidad de sustrato. Muchos microorganismos son productores 

de lipasas extracelulares. Dentro de las lipasas comerciales más importantes encontramos las 

lipasas producidas por hongos de los géneros Aspergillus sp. y Rhizomucor sp., levaduras del 

género Candida sp. y bacterias de los géneros Bacillus sp., Pseudomonas sp., y Burkholderia 

sp. (Treichel et al., 2010).  

Estructuralmente, las lipasas están compuestas por un núcleo formado 

predominantemente por hojas β rodeadas de hélices α. El sitio activo de las lipasas está 

formado por una triada catalítica que consiste en los aminoácidos serina, histidina y ácido 

aspártico o glutámico. El residuo serina nucleófilo del sitio activo se encuentra en una curva 

cerrada entre una hoja β y una hélice α en una secuencia pentapeptídica altamente conservada 

(Gly-X-Ser-X-Gly). Otra característica de las lipasas es la presencia de una “tapa” compuesta 

por una secuencia peptídica anfifílica en forma de α-hélice, la cual cubre el sitio activo. La 

lipasa B de C. antarctica (CALB) tiene algunas diferencias estructurales con el resto de las 

lipasas. CALB no tiene la secuencia pentapeptídica conservada (Gly-X-Ser-X-Gly) alrededor 



2. Revisión bibliográfica 

 

Extracción, purificación y transformación enzimática del ACL de la PC             23 

del sitio activo. Además, CALB tiene una “tapa” muy pequeña y simple, la cual no aísla 

completamente el centro activo de la enzima en la forma cerrada (Kapoor y Gupta, 2012). 

La mayoría de las lipasas presenta activación interfacial, un fenómeno por el cual las 

lipasas expresan una mayor actividad catalítica cuando la reacción se lleva a cabo en una 

interface acuoso/orgánica. La hipótesis más aceptada para explicar la activación interfacial 

dice que la interacción con una fase hidrofóbica producen la apertura de la “tapa” que cubre 

el sitio activo, haciéndolo más accesible para el sustrato (Adlercreutz, 2013). 

Las lipasas son biocatalizadores quimio, regio y estereoselectivos. Por ello se usan 

frecuentemente en diversos sectores industriales como en la formulación de detergentes, 

industria oleoquímica, producción de biocombustibles, alimentos y lácteos, agroquímicos, 

fabricación de papel, nutrición, cosméticos y productos farmacéuticos (Gupta et al., 2015).  

La mayoría de las aplicaciones de las lipasas en reacciones de síntesis requieren de 

ambientes no-acuosos. Los solventes no acuosos tienen la ventaja de disolver compuestos 

hidrofóbicos, modifican el equilibrio termodinámico hacia las reacciones de síntesis en lugar 

de las de hidrólisis, reducen las reacciones secundarias en las que interviene el agua, 

previenen la contaminación por microorganismos, modifican la selectividad de las enzimas 

hacia ciertos sustratos, facilitan la separación y reutilización de las enzimas y pueden mejorar 

la estabilidad térmica de las mismas (Salihu y Alam, 2015). 

La estabilidad de las enzimas en solventes orgánicos depende en gran medida de las 

propiedades del solvente. La mayoría de las lipasas son activas y estables en solventes 

orgánicos anhidros. Sin embargo, las lipasas son insolubles en este tipo de medios. Por ello, 

se han desarrollado varias técnicas para modificar estas enzimas y volverlas solubles en 

solventes orgánicos. Las lipasas solubles son atractivas debido a su alta actividad comparada 

con la de las lipasas insolubles. Además, las enzimas solubles son ópticamente transparentes, 

lo que permite la caracterización espectroscópica de la reacción (Sharma y Kanwar, 2014). 

Por otra parte, la inmovilización de enzimas y en particular de lipasas usadas en 

síntesis orgánica ofrece algunas ventajas técnicas. La inmovilización puede mejorar la 

estabilidad e incrementar la actividad de las lipasas, en comparación con la enzima libre. 
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Además, la inmovilización facilita la reutilización de la enzima y la recuperación del 

producto, mejorando la economía del proceso (Adlercreutz, 2013). 

Novozym 435® es una preparación comercial de lipasa B de C. antárctica (CALB) 

inmovilizada en una resina acrílica. Esta enzima ha sido utilizada para catalizar la síntesis de 

ésteres de ácidos fenólicos con alcoholes de cadena larga. Se han obtenido buenos 

rendimientos (50-98%) para los ácidos cinámico, di-hidrocafeico, 3,4 di-metoxicinámico y 

3,4 di-hidroxifenil acético. Sin embargo, la presencia simultánea de 2 sustituciones hidroxilo 

en el anillo aromático y un doble enlace conjugado en la cadena lateral (como en el AC) 

inhiben completamente la enzima (Guyot et al., 1997).  

Por otro lado, la esterificación de AC y 2-FE catalizada con Novozym® 435 se ha 

llevado a cabo con altas conversiones y rendimientos (92-100%). Sin embargo, para obtener 

estos resultados se requiere de una gran cantidad de catalizador (15-17.8 mg de 

biocatalizador/mg AC) (Widjaja et al., 2008; Chen et al., 2010; Ha et al., 2012). Esto 

probablemente se debe a la baja afinidad del biocatalizador por el sustrato. 

2.4.2. Feruloil esterasas 

Las feruloil esterasas (FAEs) son una subclase de las carboxil esterasas (3.1.1.73) que 

son capaces de hidrolizar los enlaces éster entre AHCs y azúcares presentes en la pared 

celular de las plantas (Gopalan et al., 2015). Las FAEs se han clasificado en 4 subclases (A, 

B, C y D) de acuerdo con su capacidad de utilización de sustratos y apoyado por la 

información sobre la similitud de sus secuencias primarias (Crepin et al., 2004). 

Las FAEs tipo A tienen preferencia hacia los ácidos fenólicos que tienen sustituyentes 

metoxilo, especialmente en la posición meta, como el AF y el AS. Las FAEs tipo B tienen 

preferencia hacia los sustratos con una o dos sustituciones hidroxilo, como el AC y el ApC. 

Las FAEs tipo A y D son capaces de liberar pequeñas cantidades de diferulatos de la pared 

celular. Las lipasas C y D tienen amplia especificidad hacia ésteres sintéticos de AHCs 

[sinapato de metilo (MS), p-cumarato de metilo (MpC), ferulato de emtilo (MF) y cafeato de 

metilo (MC)], y sólo difieren en su capacidad para liberar diferulatos. En cuanto a los sutratos 

naturales, las FAEs tipo A son activas sólo sobre sustratos que contienen AF unido por 

enlaces éster O-5, pero no sobre los sustratos con un AF unido por enlaces O-2 a la L 
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arabinofuranosa. Las FAEs tipo B, C y D son activas en ambos tipos de sustratos, los que 

contienen AF unido mediante enlaces O-5 y O-2 a la arabinofuranosa (Crepin et al., 2004; 

Topakas et al., 2007). 

Las FAEs son producidas principalmente por hongos filamentosos y bacterias en 

cultivos sumergidos. Los medios de cultivo utilizados generalmente contienen ésteres 

solubles de AF (MF, ferulato de etilo, etc.) o residuos agroindustriales con alto contenido de 

AF esterificado (salvado de trigo, xilano de hojuelas de avena, pulpa de remolacha azucarera, 

etc.). Los títulos de actividad en estas condiciones suelen ser muy bajos, generalmente 

menores a 1 U/mL de medio de cultivo (Faulds y Williamson, 1994; Bonnina et al., 2001; 

Shin y Chen, 2006; Mukherjee et al., 2007).  

Para mejorar la producción de FAE, varios autores han propuesto el uso de la FMS. 

Se han encontrado ventajas de la FMS sobre el cultivo sumergido, como una mayor 

producción enzima por g de sustrato, o menor tiempo para alcanzar la máxima actividad 

enzimática. Sin embargo, los títulos de actividad producidos por FMS siguen siendo bajos 

(0.3-1 U/g de soporte) (Asther et al., 2002; Hegde y Muralikrishna, 2009). 

Las técnicas moleculares han sido utilizadas exitosamente para mejorar la producción 

de FAEs. Por ejemplo, Levasseur et al. (2004) clonaron el gen faeB de A. niger BRFM13 y 

lo expresaron en una cepa de A. niger deficiente de proteasas. Con este sistema de expresión 

homólogo lograron incrementar la producción de FAE 16 veces con respecto a la cepa nativa. 

Sin embargo, la actividad en el medio de cultivo fue de alrededor de 1 U/mL. Gong et al. 

(2013) clonaron el gen AufaeA de A. usamii, que codifica para una FAE tipo A y lo 

expresaron heterólogamente en Pichia pastoris. Después de 72 horas de inducción con 

metanol (concentración final = 1% v/v), la cepa recombinante produjo 10.76 U/mL de medio 

de cultivo. Zhou et al. (2015) modificaron una cepa de P. pastoris a la cual le insertaron 2 

copias del gen AnFaeA que codifica para una FAE tipo A de A. niger. En las condiciones 

óptimas de inducción, la levadura modificada produjo 15.49 U FAE/mL de medio de cultivo. 

Las principales aplicaciones potenciales de las FAEs se encuentran en la extracción 

de AHCs a partir de residuos agroindustriales y como coadyuvantes en la hidrólisis 

enzimática de materiales lignocelulósicos para la producción de biocombustibles (Gopalan 

et al., 2015). Algunos autores han estudiado el uso de las FAEs como biocatalizadores en 
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reacciones de síntesis. Las FAEs han sido utilizadas en la síntesis de ésteres de AHCs con 

alcoholes alifáticos (Giuliani et al., 2001), monosacáridos (Topakas et al., 2005; Couto et al., 

2010), oligosacáridos (Couto et al., 2011) y glicerol (Tsuchiyama et al., 2007; Matsuo et al., 

2008). Sin embargo, la falta de fuentes comerciales ha limitado la aplicación de las FAEs 

como biocatalizadores. 

Actualmente, solo existen dos FAEs disponibles en el mercado. Estas enzimas son 

vendidas como productos de especialidad a un alto precio (40-80 €/mg, 

https://www.nzytech.com). Por otra parte, se sabe que algunas preparaciones comerciales 

multienzimáticas tienen cantidades importantes de FAE (Couto et al., 2010). 

2.4.3. Clorogenato hidrolasas 

La clorogenato hidrolasa (EC 3.1.1.42) es una enzima que hidroliza el ácido ACL 

para formar AC y AQ. Esta enzima también actúa (lentamente) sobre otros ácidos cafeoil-

quínicos (Mateos et al., 2009). A diferencia de las FAEs, la clorogenato hidrolasa no actúa 

sobre ésteres de AF, AS y ApC. 

Schöbel y Pollmann (1980) aislaron y caracterizaron por primera vez una esterasa 

específica capaz de hidrolizar el ACL a partir de una pectinasa comercial de A. niger. La 

enzima fue inactiva sobre acetiltiocolina, butirato de etilo, butirato de metilo, actato de 1-

naftilo, acetato de 2-naftilo, etil éster de ácido DL-p-amigdalico y aceite de girasol. Sin 

embargo, esta enzima no fue probada con otros ésteres de AHCs o de AHBs. Okamura y 

Watanabe (1982) purificaron y caracterizaron una esterasa de A. japonicus producida en FMS 

sobre salvado de trigo. La enzima purificada fue capaz de hidrolizar ésteres del AC (ACL y 

ácido caftárico), ésteres de ApC (tartrato de p-cumarilo) y ésteres del ácido cinámico (etil y 

bencil ésteres), pero fue incapaz de hidrolizar ésteres del ácido acrílico o de AHBs.  

Asther et al. (2005) purificaron y caracterizaron dos esterasas producidas por A. niger 

en un cultivo líquido con pulpa de remolacha azucarera como inductor. Una de las enzimas 

tuvo actividad sobre ACL y sobre ésteres de AHCs (MF, MC, MpC y MS), por lo que fue 

identificada como una feruloil esterasa (FAE B). La otra enzima sólo fue activa sobre ACL, 

por lo que fue identificada como clorogenato hidrolasa. Posteriormente, el gen que codifica 

para esta proteína fue clonado y sobreexpresado homólogamente (Benoit et al., 2007). 

https://www.nzytech.com/
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La producción de clorogenato hidrolasa sólo se ha reportado para algunos hongos del 

género Aspergillus, como A. niger, A. japonicus, A. ochraceus y A. sojae (Schöbel y 

Pollmann, 1980; Okamura y Watanabe, 1982; Asther et al., 2005; Adachi et al., 2008; 

Ramírez et al., 2008); así como de algunas bacterias como Acinetobacter sp., 

Bifidobacterium animalis, Escherichia coli y Lactobacillus gasseri (Couteau et al., 2001; 

Smith et al., 2003).  

La clorogenato hidrolasa se expresa generalmente con muy bajos títulos de actividad 

en cepas silvestres. Por ejemplo, se han obtenido actividades de 0.02 a 0.03 U/mL para A. 

niger y A. sojae en cultivo líquido (Asther et al., 2005; Adachi et al., 2008) y de 0.13 a 1.2 

U/g de soporte para A. japonicus y A. ochraceus en FMS (Okamura y Watanabe, 1982; 

Ramírez et al., 2008). Por otro lado, usando una cepa modificada de A. niger se han obtenido 

títulos de hasta 8.4 U/mL (Benoit et al., 2007).  

La clorogenato hidrolasa se ha utilizado principalmente para controlar la amargura y 

el oscurecimiento de frutas y vegetales (Mateos et al., 2009) y para la extracción de AC a 

partir de materiales vegetales como la PC, el bagazo de manzana y las hojas de batata, 

bardana y artemisa (Yoshimoto et al., 2005; Benoit et al., 2007).  

Kishimoto et al. (2005) estudiaron la síntesis de CAPE a partir de ACL o AC 

mediante reacciones de condensación, transesterificación y sustitución de bromo. Kurata et 

al. (2011) sintetizaron 3-ciclohexil-propil-cafeato a partir de ACL mediante dos reacciones 

consecutivas en un mismo reactor. El ACL fue sometido a una reacción de alcohólisis 

catalizada por una clorogenato hidrolasa de A. japonicus, seguido de una transesterificación 

con 3-ciclohexil-1-propanol catalizada por una lipasa de C. antarctica.  

Las aplicaciones de las clorogenato hidrolasas en reacciones de hidrólisis y síntesis 

son atractivas. Sin embargo la falta de fuentes comerciales de esta enzima dificulta el 

desarrollo de estas aplicaciones. La clorogenato hidrolasa de A. japonicus fue comercializada 

por Kikkoman Co. durante muchos años. Sin embargo actualmente no se encuentra 

disponible en catálogos comerciales, y no existe otra clorogenato hidrolasa disponible en el 

mercado (http://biochemifa.kikkoman.co.jp). 

 

http://biochemifa.kikkoman.co.jp/
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2.5 Comentarios finales 

La PC es un subproducto agrícola abundante en las zonas cafetaleras de nuestro país. 

Se han propuesto numerosas aplicaciones para revalorizar este subproducto. Sin embargo, 

actualmente sólo una fracción de la PC generada es aprovechada, principalmente como abono 

orgánico. 

Una de las aplicaciones potenciales más atractivas consiste en la extracción, 

purificación y transformación del ACL de la PC. El ACL es el ácido fenólico más abundante 

de la PC y tiene importantes actividades biológicas. Además, el ACL puede ser transformado 

química o enzimáticamente a compuestos bioactivos con potenciales aplicaciones 

industriales, como el AC, AQ y el CAPE. 

La síntesis enzimática de CAPE a partir del ACL presente en la PC es una opción 

interesante para la revalorización de este subproducto. Sin embargo, es necesario desarrollar 

las metodologías para la extracción, purificación y transformación enzimática de este 

compuesto.  
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3. Justificación 

La PC es un subproducto abundante en las zonas cafetaleras de México. Una parte de 

la PC generada se usa en aplicaciones convencionales o de autoconsumo como abono 

orgánico en los cafetales y producción de setas. Sin embargo, aún existen grandes cantidades 

de este subproducto que son desaprovechadas. Una de las aplicaciones potenciales más 

prometedoras de la PC consiste en la extracción, recuperación y transformación de 

compuestos de alto valor agregado, como los compuestos fenólicos. Adicionalmente, la PC 

libre de compuestos fenólicos puede ser utilizada como abono orgánico o alimento animal.  

El ACL es el ácido fenólico más abundante en la PC. Este compuesto tiene actividades 

antioxidantes, antivirales, hipoglucémicas y hepatoprotectoras. Además, el ACL puede ser 

transformado química o enzimáticamente para obtener compuestos con importantes 

aplicaciones como el AC, el AQ y el CAPE. El CAPE presenta múltiples actividades 

biológicas, como actividad antioxidante, antiinflamatoria, antiviral, inmunomodulatoria, 

antiangiogénica, anti-invasiva, anti-metastásica, carcinostática, neuroprotectora, 

hepatoprotectora y cardiopotectora. Debido a estas propiedades, el CAPE tiene aplicaciones 

potenciales en medicina y cosmetología. 

En este trabajo se caracterizó el contenido de AHCs solubles e insolubles en la PC de 

diferentes variedades de café en diferentes estados de madurez, se desarrolló una metodología 

para la extracción y purificación del ACL de la PC y se estudió la síntesis de CAPE a partir 

de ACL extraído de la PC usando enzimas comerciales y extractos enzimáticos obtenidos por 

FMS. Esta estrategia permite revalorizar un subproducto agroindustrial abundante en nuestro 

país y que actualmente es subutilizado.  
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4. Hipótesis 

 

Los extractos enzimáticos con actividad clorogenato hidrolasa producidos por hongos 

filamentosos en fermentación en medio sólido son capaces de catalizar la síntesis de CAPE 

a partir del ACL presente en la PC. 
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5. Objetivos 

 

5.1 Objetivo general 

Desarrollar una estrategia para la producción de CAPE a partir de la PC, basada en la 

extracción, purificación y biotransformación del ACL con extractos enzimáticos con 

actividad clorogenato hidrolasa. 

 

5.2 Objetivos específicos 

1. Caracterizar el contenido de AHC de la PC proveniente de diferentes variedades de 

café con tres estados de madurez diferentes con el propósito de extraer el ACL. 

2. Desarrollar una estrategia para extraer y purificar el ACL a partir de la PC. 

3. Obtener un extracto enzimático con actividad clorogenato hidrolasa producida por un 

hongo filamentoso en un sistema de FMS. 

4. Determinar las condiciones experimentales para la obtención de CAPE a partir de 

ACL y de extractos de PC ricos en ACL mediante reacciones de hidrólisis, 

esterificación y/o transesterificación catalizadas por extractos enzimáticos con 

actividad clorogenato hidrolasa. 

5. Modelamiento de la cinética de transformación enzimática de ACL en CAPE. 
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6. Caracterización y selección del material vegetal 

6.1 Resumen 

En esta sección se estandarizó una metodología para la extracción y la cuantificación 

de AHCs solubles e insolubles de la PC. La metodología estandarizada se utilizó para el 

análisis del contenido de AHCs y derivados en la PC obtenida de frutos de siete variedades 

de Coffea arabica en tres diferentes grados de madurez provenientes de la región cercana a 

Coatepec, Veracruz. Adicionalmente, se analizó el contenido de AHCs y derivados de una 

muestra de PC proveniente de un beneficio comercial. 

En todas las muestras analizadas, los AHCs se encontraron principalmente en la 

fracción soluble en metanol acuoso (68-97%). El ACL es el ácido fenólico más abundante en 

la fracción soluble (94-98%), mientras que el AC fue el ácido fenólico más abundante en la 

fracción insoluble (72-88%). También se encontraron pequeñas cantidades de AF y ApC. El 

contenido total de AHCs de la PC se incrementó del estado inmaduro (2.0-10.7 mg/g PC) al 

estado semi-maduro (7.4-25.5 mg/g PC) pero disminuyó en el estado maduro (3.0-6.5 mg/g 

PC) para seis de las siete variedades analizadas (todas excepto la variedad Típica). 

El mayor contenido de AHCs (25.2-25.5 mg/g PC) se encontró en la PC obtenida de 

los frutos semi-maduros de las variedades Garnica Rojo y Garnica Amarillo. Mientras que el 

contenido de AHCs de la muestra comercial de PC (4.4 mg/g PC) estuvo dentro del rango de 

las pulpas maduras estudiadas.  

Finalmente, se seleccionó la PC obtenida del proceso comercial debido a su mayor 

disponibilidad. Por otra parte, se propone el uso de los frutos inmaduros que no son 

recolectados al final de la cosecha como una potencial fuente económica de AHCs.  

6.2 Introducción 

La PC es el subproducto sólido más abundante producido durante el beneficio 

húmedo del café (Aranda et al., 2004). La PC tiene numerosas aplicaciones potenciales. Sin 

embargo, actualmente gran parte de la PC generada no se utiliza y representa un problema 

medioambiental.  
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Una de las aplicaciones potenciales más prometedoras de la PC consiste en la 

extracción de compuestos bioactivos presentes en este material, como los compuestos 

fenólicos. Los AHCs representan del 39 al 49% de los compuestos fenólicos de la PC 

(Ramirez-Coronel et al., 2004). Los AHCs pueden estar en su forma libre, en forma de ésteres 

solubles, como el ACL o ligados covalentemente a los polímeros de la pared celular. Esta 

fracción (fracción insoluble) no puede ser removida mediante extracciones líquido-sólido 

con solventes, sino que se requieres de una hidrólisis (química o enzimática) para extraerlos 

(Torres-Mancera et al., 2011).  

El contenido y distribución de los AHCs en la PC pueden diferir radicalmente de una 

muestra a otra. Esta variabilidad puede deberse al origen del material vegetal (variedad, 

madurez del fruto, lugar de origen, prácticas agrícolas, etc.), al manejo post cosecha (método 

de despulpado y de secado, almacenamiento, etc.) así como a las técnicas analíticas 

utilizadas. 

La información disponible sobre el contenido y distribución de los AHCs en la PC es 

escasa. Los estudios que comparan el contenido de compuestos fenólicos en la pulpa de 

diferentes variedades de café se limitan al análisis de la fracción soluble de los AHCs 

(Ramirez-Martinez, 1988; Clifford y Ramirez-Martinez, 1991a). Además, estos estudios solo 

consideran muestras provenientes de frutos maduros. Por otra parte, los estudios que han 

caracterizado las fracciones soluble e insoluble se limitan al análisis de muestras provenientes 

de procesos comerciales, en donde se desconoce el origen del material vegetal (Arellano-

González et al., 2011; Torres-Mancera et al., 2011) 

En este capítulo se mejoró un método analítico para la extracción y cuantificación de 

las fracciones solubles e insolubles de los AHCs de la PC. El análisis se aplicó a PC de frutos 

de siete variedades de Coffea arabica en tres diferentes estados de madurez y provenientes 

de una región cercana a Coatepec, Veracruz. 

6.3 Materiales y métodos 

6.3.1 Material vegetal 

El material vegetal se colectó en diciembre de 2012 en una finca ubicada en el 

municipio de Xico, Veracruz (latitud = 96° 57’ N; longitud = 19° 25’ O; altitud ≈ 1,135 
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m.s.n.m.). Se colectaron frutos de café de siete variedades de Coffea arabica (Típica, 

Bourbon, Mundo Novo, Costa Rica, Oro Azteca, Garnica Rojo y Garnica Amarillo en tres 

estados de madurez (inmaduro, semi-maduro y maduro). La identificación de las variedades 

de café y la clasificación por estados de madurez fue realizada de acuerdo a las características 

físicas de la planta y de los frutos, para esta tarea se contó con la asesoría de personal local 

capacitado. 

Las muestras se transportaron inmediatamente al laboratorio y se mantuvieron en 

refrigeración hasta su procesamiento antes de 48h. Las frutas se despulparon manualmente y 

la pulpa obtenida se secó en un secador de charolas con aireación forzada durante 72 h a 25-

40 °C. Adicionalmente se obtuvo una muestra proveniente de un beneficio comercial 

localizado en la misma región. Esta pulpa se secó al sol durante 72 h. La PC seca se molió 

en un molino de cuchillas y se tamizó para obtener un polvo de tamaño de partícula de 0.15-

0.84 mm. 

6.3.2 Caracterización física de los frutos de café 

Se midió el peso promedio, volumen promedio y el color de los frutos utilizados. El 

peso promedio se calculó a partir de 100 frutos por triplicado. El volumen promedio se medió 

por desplazamiento de agua en una probeta graduada de 1 L. 

El color exterior de los frutos se evaluó mediante técnicas de análisis de imágenes. Se 

tomaron fotos de al menos 10 frutos de cada muestra con una cámara digital en condiciones 

estandarizadas de iluminación y distancia. Las fotografías fueron analizadas usando el 

programa Fiji (disponible en http://fiji.sc/Fiji). Se obtuvo el color promedio de la superficie 

de cada fruto y este color se separó en sus componentes rojo, verde y azul (R, G y B). Estos 

valores se usaron para calcular los parámetros r, g y b usando las siguientes ecuaciones: 

BGR

B
b

BGR

G
g

BGR

R
r








  ; ;  

En donde R, G y B representan la intensidad de los colores rojo, verde y azul, y r, g 

y b son los coeficientes tricromáticos normalizados, los cuales son independientes de la 

intensidad de la luz (Bulanon et al., 2002). 

http://fiji.sc/Fiji
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6.3.3 Extracción de los AHCs solubles e insolubles 

La extracción de los AHCs solubles se realizó mediante extracciones sucesivas con 

hexano y metanol, como fue descrito anteriormente (Ramirez-Coronel et al., 2004; Arellano-

González et al., 2011). Una muestra de 2 g de PC seca se pesó en un matraz Erlenmeyer de 

125 mL. La muestra se extrajo tres veces con 20 mL de hexano durante 30 min a 30 °C y 150 

rpm. Los extractos con hexano se desecharon y los sólidos insolubles se extrajeron tres veces 

con 20 mL de metanol acuoso (80%, v/v) acidificado con 1% (v/v) de ácido acético. La 

extracción metanólica se llevó a cabo durante 35 min a 55 °C con una agitación de 150 rpm. 

Los extractos metanólicos fueron centrifugados (8000 rpm, 10 min), filtrados a través de 

membranas de celulosa regenerada de 0.22 µm y analizadas por HPLC. 

Para confirmar la eficiencia de la extracción de AHCs, una muestra de PC (obtenida 

de un proceso comercial) se sometió a extracciones sucesivas con hexano y metanol acuoso, 

como se describió antes y cada extracto se analizó por separado.   

Los AHCs insolubles se extrajeron mediante hidrólisis alcalina basado en un método 

anteriormente descrito (Arellano-González et al., 2011; Torres-Mancera et al., 2011)  

realizando algunas modificaciones: el sólido obtenido después de las extracciones con 

hexano y metanol fue hidrolizado con 20 mL de NaOH a diferentes concentraciones (0.5, 1.0 

y 2.0 M), con EDTA (10 mM) y ácido ascórbico (1% p/v). La mezcla se incubó a 40 °C 

durante intervalos regulares de tiempo (15, 30, 60, 120 y 240 min) con agitación constante 

en un agitador orbital (150 rpm). El pH de las muestras se ajustó a 3.0 ± 0.1 con HCl 6M. La 

mezcla se filtró a través de un filtro de vidrio sinterizado No. 2, el residuo sólido se recuperó, 

y se extrajo con 10 mL de agua destilada. Los extractos se combinaron, se filtraron a través 

de membranas de celulosa regenerada de 0.22 µm y se analizaron por HPLC. Se prepararon 

controles con ACL como estándar interno para calcular la recuperación de la técnica. Todas 

las extracciones se hicieron por triplicado y en la oscuridad. Los extractos se conservaron a 

-18 °C y protegidos de la luz hasta su análisis. 

6.3.4 Análisis por HPLC 

El análisis de AHCs se realizó en un sistema HPLC Shimadzu Prominence (Shimadzu 

Corp. Kyoto, Japón) equipado con una bomba LC-20AT, una unidad desgasificadora DGU-
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20AS, un automuestreador SIL-20A HT, un detector de arreglo de diodos SPD-M20A y un 

horno CTO-20A. La separación se llevó a cabo en una columna Varian Polaris C18-Amida 

(200 x 4.6 mm 5 µm). Se utilizó un método isocrático con una fase móvil compuesta por 

metanol (35% v/v), ácido acético (1.25% v/v) y agua (63.75% v/v) a un flujo de 1 mL/min 

durante 20 min.  

Los AHCs fueron detectados a 320 nm, la cuantificación se realizó por el método del 

estándar externo. Se prepararon curvas de calibración para cada compuesto (ACL, AC, ApC 

y AF) en un rango de 0.025 a 0.5 mg/mL. Los resultados se expresaron como mg/g PC (bs). 

En la Figura 6.1 se muestran cromatogramas representativos de los estándares y las muestras 

analizadas. 

 

Figura 6.1 Cromatogramas representativos de una mezcla de estándares (a), un extracto 

metanólico (b) y un hidrolizado alcalino (c). 1 = ACL, 2 = AC, 3 = AF y 4 = ApC 

 

6.3.5 Análisis estadístico 

Todas las extracciones y análisis se realizaron al menos por triplicado. Los resultados 

fueron expresados como media ± desviación estándar. Se realizó un análisis de varianza de 

los datos y las medias se compararon usando la prueba de Tukey (α = 0.05). El análisis 

estadístico se realizó usando el paquete estadístico JMP 9 (SAS Institute Inc., Cary, NC). 



6. Caracterización y selección del material vegetal 

 

Extracción, purificación y transformación enzimática del ACL de la PC             37 

6.4 Resultados y discusión 

6.4.1 Caracterización física de los frutos de café 

Los frutos recolectados se clasificaron por personal capacitado en la finca. 

Posteriormente se realizó una caracterización física de los frutos en el laboratorio. Se 

observaron diferencias morfológicas entre los frutos de la misma variedad, en diferente 

estado de madurez, así como entre frutos del mismo estado de madurez pero diferente 

variedad (Figura 6.2). Estas diferencias se confirmaron con la caracterización física. 

 

Figura 6.2 Frutos de café de siete variedades en tres estados de madurez. 

 

Se confirmó un incremento progresivo en el tamaño y peso de los frutos durante la 

maduración (Figura 6.3). También se observaron diferencias significativas entre frutos de 

diferente variedad y el mismo estado de maduración. Los frutos más grandes y más pesados 

fueron las frutas maduras de la variedad Oro Azteca, seguido de los frutos de las variedades 

Mundo Novo y Costa Rica. Los frutos más pequeños corresponden a las cerezas de la 

variedad Bourbon. Varios autores han descrito los cambios en el tamaño y el peso de los 

frutos del café durante la maduración (Geromel et al., 2004; Koshiro et al., 2007; Carvajal-

Herrera et al., 2012). Las diferencias físicas (peso y volumen) entre los frutos de café de 

diferentes variedades son conocidas por los agricultores, pero no han sido descritas en la 

bibliografía. 
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Figura 6.3 Peso (a) y volumen unitario (b) de los frutos de café analizados. 

 

El color exterior de los frutos de café ha sido tradicionalmente considerado el 

principal criterio para determinar la madurez del fruto. Esta característica se usa para 

determinar el inicio de la cosecha (Marín-López et al., 2003). Por ello, usamos la medición 

del color para establecer diferencias entre los estados de madurez de los frutos del café. 

Se observó un incremento progresivo en el componente rojo (r) del color, así como 

una disminución del componente verde (g) para todas las muestras de café (Tabla 6.1). Por 

otra parte, el componente azul (b) fue el más pequeño en todos los casos. Por lo que sólo los 

parámetros rojo (r) y verde (g) fueron utilizados para evaluar el cambio del color en durante 

la maduración de los frutos de café.  

Los valores de r se incrementaron de 0.335-0.387 en las frutas inmaduras a 0.552-

0.736 para cerezas maduras. Los valores de g disminuyeron de 0.427-0.514 en las frutas 

inmaduras a 0.170-0.357 para las frutas maduras.  

Otro parámetro que puede considerarse para analizar los cambios en el color durante 

la maduración es la relación entre los parámetros de cromaticidad r y g (relación r/g). Se 

obtuvieron valores de r/g menores a 1 para los frutos inmaduros. Los valores de la relación 

r/g para los frutos semi-maduros entre 1 y 2 (1.12-1.93) y para los frutos maduros los valores 

de r/g fueron mayores a 2 (2.30-4.06) excepto para la variedad Garnica Amarilla (r/g = 1.60). 
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Tabla 6.1 Cromaticidad de la superficie de los frutos de siete variedades en tres estados de 

madurez 

Variedad 
Estado de 

madurez 

Cromaticidad 

roja (r) 

Cromaticidad 

verde (g) 

Cromaticidad 

azul (b) 

Relación 

r/g 

Típica Inmaduro 0.38 ± 0.03i 0.46 ± 0.01bc 0.16 ± 0.03bcd 0.83 

Semi-maduro 0.59 ± 0.05def 0.31 ± 0.05f 0.10 ± 0.02efg 1.93 

Maduro 0.69 ± 0.06ab 0.17 ± 0.02h 0.14 ± 0.04cde 4.05 

      

Bourbon Inmaduro 0.35 ± 0.01i 0.51 ± 0.02a 0.14 ± 0.02cde 0.67 

Semi-maduro 0.54 ± 0.06fgh 0.35 ± 0.06def 0.11 ± 0.01efg 1.57 

Maduro 0.65 ± 0.08bc 0.19 ± 0.03h 0.16 ± 0.05bcd 3.52 

      

Mundo 

Novo 

Inmaduro 0.33 ± 0.02i 0.50 ± 0.01ab 0.17 ± 0.03abc 0.68 

Semi-maduro 0.50 ± 0.03gh 0.37 ± 0.03d 0.13 ± 0.02de 1.35 

Maduro 0.61 ± 0.05cde 0.20 ± 0.02gh 0.19 ± 0.03ab 3.04 

      

Costa Rica Inmaduro 0.38 ± 0.01i 0.48 ± 0.02ab 0.13 ± 0.02cde 0.79 

Semi-maduro 0.55 ± 0.03fgh 0.34 ± 0.04def 0.12 ± 0.02ef 1.62 

Maduro 0.61 ± 0.04cd 0.20 ± 0.01gh 0.19 ± 0.03ab 3.13 

      

Oro 

Azteca 

Inmaduro 0.36 ± 0.02i 0.47 ± 0.01bc 0.17 ± 0.02abcd 0.78 

Semi-maduro 0.53 ± 0.04fgh 0.37 ± 0.04d 0.10 ± 0.02efg 1.44 

Maduro 0.74 ± 0.04cd 0.19 ± 0.02gh 0.08 ± 0.02fg 3.94 

      

Garnica 

Rojo 

Inmaduro 0.38 ± 0.01i 0.43 ± 0.01c 0.19 ± 0.02ab 0.89 

Semi-maduro 0.49 ± 0.02h 0.32 ± 0.02ef 0.19 ± 0.01ab 1.52 

Maduro 0.55 ± 0.02efg 0.24 ± 0.01g 0.21 ± 0.02a 2.30 

      

Garnica 

Amarillo 

Inmaduro 0.38 ± 0.02i 0.50 ± 0.01ab 0.12 ± 0.02ef 0.77 

Semi-maduro 0.49 ± 0.02h 0.44 ± 0.01c 0.07 ± 0.02g 1.12 

Maduro 0.57 ± 0.03def 0.36 ± 0.03de 0.07 ± 0.02g 1.60 

*La misma letra en la misma columna significa que no hay diferencias significativas entre 

las muestras (prueba de Tukey, α=0.05) 
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Varios autores han estudiado el cambio del color externo de los frutos del café durante 

la maduración usando técnicas espectrofotométricas (Carvajal-Herrera et al., 2011; 

Aristizábal-Torres et al., 2012) o de visión artificial (Sandoval-Niño y Prieto-Ortiz, 2007). 

Estas metodologías son confiables y reproducibles, pero requieren de equipo especializado 

que no siempre está disponible. Otros autores han utilizado la comparación con tablas de 

referencia para medir los cambios de color (Marín-López et al., 2003; Cárdenas, 2007). Las 

tablas de colores son sencillas, pero la medición del color depende de la habilidad del juez. 

Además, es difícil comparar una tarjeta de un color uniforme con una superficie heterogénea 

(Hernández et al., 2004). En todos los casos se observó un incremento en la cromaticidad 

roja y una disminución de la cromaticidad verde. 

El exocarpio (piel) existe como un tejido verde durante la mayor parte del desarrollo 

del fruto. Pero en el estado maduro el exocarpio cambia su color a rojo (o amarillo, 

dependiendo de la variedad) como resultado de la disminución del contenido de clorofila y 

la acumulación de antocianinas (De Castro y Marraccini, 2006). 

6.4.2 Extracción de AHCs solubles e insolubles 

Los AHCs de la PC son compuestos fenólicos con importantes actividades biológicas. 

Por ello, se han realizado varios estudios sobre la extracción y análisis de los AHCs de la PC 

(Ramirez-Martinez, 1988; Clifford y Ramirez-Martinez, 1991a; Ramirez-Coronel et al., 

2004; Arellano-González et al., 2011; Torres-Mancera et al., 2011). La mayoría de estos 

trabajos se limitan a los compuestos extraíbles con soluciones de metanol acuoso (Ramirez-

Martinez, 1988; Clifford y Ramirez-Martinez, 1991a; Ramirez-Coronel et al., 2004). Sin 

embargo, existen cantidades significativas que permanecen en el residuo sólido después de 

las extracciones con solvente, como los AHCs ligados covalentemente a los polímeros de la 

pared celular (Pérez-Jiménez y Torres, 2011). 

En estudios preliminares, encontramos diferencias importantes en el contenido de 

AHCs solubles e insolubles de la PC obtenidos por diferentes metodologías analíticas. Por 

ello, decidimos evaluar las condiciones de extracción utilizadas para el análisis de estos 

compuestos.  
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Como primer paso, se evaluó el efecto de la extracción con hexano seguida de la 

extracción con metanol acuoso sobre la recuperación de AHCs solubles de la PC. El 

rendimiento se calculó con base al ACL recuperado, ya que éste es el AHC más abundante 

en la fracción soluble de la PC (93.8-98.8%). La Figura 6.4a muestra el contenido de ACL 

extraído en cada lavado sucesivo con metanol acuoso con y sin pre-tratamiento con hexano. 

La cantidad de ACL extraído hasta el cuarto lavado con metanol se consideró el 100%, ya 

que a partir del quinto lavado no se detectó ACL.  

 
Figura 6.4 Extracción de ACL de la PC por extracciones sucesivas con metanol acidificado 

(a) y de AC de la PC por hidrólisis alcalina con diferentes concentraciones de NaOH (b) 

 

No se encontraron diferencias entre los rendimientos obtenidos con y sin pre-

tratamiento con hexano. El pretratamiento con hexano no afecta la extracción de los AHCs, 

sin embargo, puede promover la extracción de compuestos menos polares, como los 

carotenoides y otros compuestos lipofílicos que pueden interferir con el análisis 

cromatográficos de los extractos (Ramirez-Coronel et al., 2004). Por ello, para fines 

analíticos, decidimos hacer tres extracciones con hexano seguido de tres extracciones 

metanólicas. Con este protocolo se recuperó más del 98% del ACL soluble.  

Varios autores han utilizado la hidrólisis alcalina para extraer la fracción insoluble de 

los AHCs. Sin embargo, las condiciones utilizadas para esta hidrólisis generalmente 

conducen a pérdidas importantes de ácidos fenólicos, particularmente de derivados di-

hidroxilados, como el AC (Nardini et al., 2002). Krygier et al. (1982) reportaron pérdidas 
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del 66.7% del AC cuando trataron las muestras con NaOH 2M durante 4 h en una atmósfera 

de nitrógeno. Para evitar la pérdida de compuestos fenólicos Nardini et al. (2002) propusieron 

la adición de EDTA y ácido ascórbico durante la hidrólisis alcalina. En las condiciones 

utilizadas (NaOH 2M, EDTA 10 mM, ácido ascórbico 1% a 30 °C durante 30 min), el ACL 

se hidrolizó completamente a AC, sin pérdidas detectables de AC (Nardini et al., 2002).  

En estudios preliminares observamos pérdidas importantes de compuestos fenólicos 

durante la hidrólisis alcalina de la PC. Por ello decidimos estudiar las condiciones de la 

hidrólisis alcalina para la recuperación de AHCs de la PC. Se estudió el efecto de la 

concentración de NaOH (en presencia de EDTA y ácido ascórbico) y del tiempo de 

incubación sobre la recuperación de los AHCs. 

La Figura 6.4b muestra la extracción de AC durante la hidrólisis alcalina de la PC con 

diferentes concentraciones de NaOH. Se observó un incremento en la cantidad de AC 

extraído durante los primeros minutos de la hidrólisis alcalina, seguido de una disminución 

de este compuesto. Esto se puede explicar por la existencia de al menos dos reacciones: 

primero, una reacción de hidrólisis que rompe los enlaces éster entre el AC y los polímeros 

de la pared celular. Después, una reacción en donde el AC es transformado en otro compuesto 

(no identificado), probablemente por oxidación. La mayor cantidad de AC se obtuvo usando 

NaOH 2M e incubando 2 h a 40 °C. Estas condiciones se utilizaron para la extracción 

analítica. Para evaluar la eficiencia de la hidrólisis alcalina, se utilizó ACL como estándar 

interno. Se agregó una concentración conocida de ACL a la PC libre de AHCs solubles (1 

mg/g de PC), el material se sometió a las condiciones de hidrólisis alcalina y se analizó el 

contenido de AHCs. En las condiciones ensayadas, se recuperó el 90% del AC esperado 

como producto del ACL adicionado.   

6.4.3 Contenido de AHCs de la PC de diferentes variedades  

La información sobre el contenido y distribución de los compuestos fenólicos en la 

PC es confusa y en ocasiones contradictoria. La variedad y el grado de madurez del fruto 

pueden afectar el contenido de los compuestos fenólicos de la PC. La maduración de los 

frutos del café se caracteriza por una serie de cambios físicos y químicos, como el incremento 

de tamaño y peso, cambio en el color y en el contenido de azúcares y de compuestos 

fenólicos. La maduración también puede afectar el contenido de AHCs de la PC (Marín-
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López et al., 2003). Por ello, se analizó el contenido de AHCs solubles e insoluble en la PC, 

como función de la variedad y el grado de madurez de los frutos de café.  

El contenido de AHCs depende en gran medida del estado de madurez y la variedad 

del fruto (Figura 6.5). El contenido de AHCs totales (definidos como la suma de ACL, AC, 

AF y ApC) se incrementó al pasar del estado inmaduro (2.0-10.7 mg/g PC) al estado semi-

maduro (11.6-25-5 mg/g) en cinco de siete variedades, seguido de una disminución al pasar 

del estado semi-maduro al estado maduro (3.0-6.5 mg/g PC) en seis de siete variedades. En 

el caso de la variedad Típica, se observó una tendencia inversa. Estas observaciones difieren 

a las de Koshiro et al. (2007). Ellos estudiaron el contenido de ACL en la pulpa y semillas 

de las frutas de C. arabica y C. canephora en cinco diferentes estados de madurez. Ellos 

encontraron un incremento progresivo de ACL durante la maduración del fruto. Esto se debe 

a la síntesis continua de ACL, como lo sugiere la expresión de tres genes relacionados con la 

biosíntesis de ACL. Las diferencias encontradas pueden explicarse por la presentación de los 

resultados. Ellos expresaron el contenido de AHCs en mg/fruto. Cuando expresaron sus 

resultados como mg/g de pericarpio (bs), no se observó incremento de ACL durante la 

maduración de los frutos. 

Por otra parte, Miljkovic et al. (2010) patentaron un proceso para la extracción de un 

producto nutracéutico a partir de frutos de café enteros. Ellos recomendaron el uso de frutos 

inmaduros o semi-maduros debido a que estos frutos tienen mayor contenido de compuestos 

fenólicos y ACL (6.7-8.6% de ACL) con respecto a los frutos maduros (1.3% de ACL). Estos 

resultados están de acuerdo con nuestras observaciones. 

Puertas-Mejía et al. (2012) estudiaron la acumulación de los compuestos fenólicos en 

el pericarpio (pulpa) de frutos del café en cinco diferentes estados de madurez. Ellos 

encontraron un incremento progresivo de antocianinas durante la maduración (desde el 

estado inmaduro hasta el sobre-maduro). Sin embargo, los extractos obtenidos de los frutos 

semi-maduros presentaron la mayor actividad antioxidante. Ellos asociaron estas 

observaciones con la presencia de compuestos adicionales con actividad antioxidante. Esta 

actividad antioxidante podría deberse a la presencia de AHCs. Sin embargo, estos 

compuestos no fueron analizados en dicho trabajo (Puertas-Mejía et al., 2012). 
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Figura 6.5 Contenido de AHCs totales (ACL, AC, AF y ApC) en la PC de frutos de siete 

variedades en tres estados de madurez.  

 

El contenido de AHCs en la PC difiere significativamente entre variedades. Estas 

diferencias dependen también del estado de madurez. Para la pulpa de los frutos maduros las 

variedades Garnica Rojo y Mundo Novo presentaron el mayor contenido de AHCs totales 

(6.34-6.49 mg/g PC), seguido por la PC de las variedades Típica y Costa Rica (5.29-5.42 

mg/g PC), la PC de las variedades Garnica Amarillo, Oro Azteca y Bourbon presentaron el 

menor contenido de AHCs (2.96-3.64 mg/g PC). Para las muestras de café semi-maduro la 

PC de las variedades Garnica Rojo y Garnica Amarillo tuvieron un contenido de AHCs 

notablemente alto (25.32-25.54 mg/g PC). Por otro lado, la variedad Típica presentó un bajo 

contenido de AHCs (3.20 mg/g PC). En cuanto a la PC de frutos inmaduros, las variedades 

Típica y Bourbon presentaron el mayor contenido de AHCs (9.18-10.69 mg/g PC), mientras 

que las variedades Garnica Rojo y Mundo Novo tienen el menor contenido de estos 

compuestos (1.99-3.49 mg/g PC). 

Varios autores (Ramirez-Martinez, 1988; Clifford y Ramirez-Martinez, 1991a) han 

estudiado el contenido de compuestos fenólicos de la PC de diferentes variedades, pero estos 

estudios se limitan a la fracción soluble en metanol, y se obtuvieron a partir de frutos 

maduros. Se ha encontrado un contenido de AHCs de 3.98 a 16.20 mg/g PC para diferentes 
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variedades de C. arabica y C. canephora. Algunos de esos valores son mayores a los 

encontrados en este trabajo para los frutos maduros (2.96-6.49 mg/g PC). Las diferencias 

encontradas en el contenido de AHCs pueden estar relacionadas al origen del material vegetal 

(suelo, clima, etc.) así como a las prácticas agrícolas. 

Las tablas 6.2 y 6.3 muestran el contenido de AHCs solubles e insoluble para cada 

variedad y estado de madurez. El contenido de AHCs solubles es mayor que el de los AHCs 

insolubles, y representan del 81 al 97% de los AHCs totales, excepto para la variedad Garnica 

Rojo, en la cual representan el 68% de los AHCs totales. Estos resultados difieren de lo 

reportado por otros autores (Arellano-González et al., 2011; Pérez-Morales et al., 2011; 

Torres-Mancera et al., 2011), quienes encontraron un mayor contenido de AHCs insolubles 

que los AHCs solubles. 

Las diferencias en el contenido de AHCs solubles e insolubles en la PC pueden estar 

relacionadas al origen del material vegetal, pero también a las metodologías de extracción y 

análisis. En este trabajo demostramos que, en las condiciones utilizadas, son necesarias tres 

extracciones con metanol acuoso para recuperar el 98% del ACL soluble. Una extracción 

incompleta de los AHCs solubles puede conducir a la sub-estimación de la fracción soluble 

y la sobre-estimación de la fracción insoluble de los AHCs.  

El principal componente de la fracción soluble de los AHCs fue el ACL (Tabla 6.2). 

El ACL representa del 94 al 99% de los AHCs solubles (1.31-24.42 mg/g PC). Estos valores 

son mayores a los reportados por otros autores (Ramirez-Coronel et al., 2004; Pérez-Morales 

et al., 2011; Torres-Mancera et al., 2011). Ellos encontraron que el ACL representa alrededor 

del 80-84% de los AHCs solubles. El contenido de ACL en la fracción soluble de la PC (2.2-

5.8 mg/g PC) está dentro del rango encontrado por otros autores (Ramirez-Martinez, 1988; 

Clifford y Ramirez-Martinez, 1991a; Ramirez-Coronel et al., 2004; Torres-Mancera et al., 

2011). Estos autores reportaron un contenido de 2.3 a 9.7 mg de ACL/g PC analizando 

extractos metanólicos de PC por HPLC. Otros compuestos identificados en los extractos 

metanólicos de PC fueron el AF y el ApC.  
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Tabla 6.2 Contenido de AHCs solubles en la PC de procedente de siete variedades de C. 

arabica en tres estados de madurez del estado de Veracruz 

 

Variedad 
Estado de 

madurez 

ACL  

(mg/g PC) 

AC 

(mg/g) 

AF  

(mg/g) 

ApC  

(mg/g) 

AHCs solubles 

(mg/g) 

Típica Inmaduro 8.21 ± 0.07e nd 0.18 ± 0.02ef 0.03 ± 0.00cdef 8.43 ± 0.08e 

Semi-maduro 2.56 ± 0.18j nd 0.06 ± 0.00j 0.02 ± 0.00efg 2.64 ± 0.19k 

Maduro 4.59 ± 0.14i nd 0.16 ± 0.00fgh 0.04 ± 0.00bc 4.79 ± 0.13j 

       

Bourbon Inmaduro 9.77 ± 0.25d nd 0.25 ± 0.00bc 0.04 ± 0.00bcde 10.05 ± 0.25d 

Semi-maduro 10.84 ± 0.29c nd 0.22 ± 0.02cd 0.05 ± 0.00abc 11.10 ± 0.32c 

Maduro 2.26 ± 0.08j nd 0.11 ± 0.00i 0.03 ± 0.00bcde 2.41 ± 0.09k 

       

Mundo 

Novo 

Inmaduro 2.80 ± 0.17j nd 0.02 ± 0.00k 0.03 ± 0.01bcde 2.85 ± 0.17k 

Semi-maduro 15.27 ± 0.36b nd 0.28 ± 0.01bc 0.05 ± 0.01abc 15.60 ± 0.37b 

Maduro 5.56 ± 0.05gh nd 0.16 ± 0.00fgh 0.04 ± 0.00bcd 5.76 ± 0.05hi 

       

Costa 

Rica 

Inmaduro 6.08 ± 0.56fg nd 0.14 ± 0.01hi 0.02 ± 0.00efg 6.23 ± 0.56fgh 

Semi-maduro 6.70 ± 0.65f nd 0.16 ± 0.00fgh 0.04 ± 0.03abc 6.91 ± 0.68f 

Maduro 4.56 ± 0.05i nd 0.17 ± 0.01fg 0.05 ± 0.00abc 4.78 ± 0.05j 

       

Oro 

Azteca 

Inmaduro 6.62 ± 0.17f nd 0.17 ± 0.01fg 0.02 ± 0.01efg 6.81 ± 0.17fg 

Semi-maduro 11.45 ± 0.18c nd 0.21 ± 0.00de 0.03 ± 0.00cde 11.69 ± 0.18c 

Maduro 2.89 ± 0.09j nd 0.15 ± 0.01ghi 0.04 ± 0.00bcde 3.07 ± 0.09k 

       

Garnica 

Rojo 

Inmaduro 1.31 ± 0.15k nd 0.04 ± 0.00jk 0.01 ± 0.00g 1.35 ± 0.15l 

Semi-maduro 24.15 ± 0.62a nd 0.39 ± 0.00a 0.06 ± 0.00a 24.60 ± 0.63a 

Maduro 5.84 ± 0.13fgh nd 0.04 ± 0.00jk 0.04 ± 0.00abc 5.93 ± 0.14ghi 

       

Garnica 

Amarillo 

Inmaduro 5.04 ± 0.36hi nd 0.05 ± 0.00j 0.01 ± 0.00fg 5.11 ± 0.37ij 

Semi-maduro 24.420 ± 0.256a nd 0.42 ± 0.03a 0.05 ± 0.00ab 24.89 ± 0.28a 

Maduro 3.01 ± 0.03j nd 0.07 ± 0.00j 0.02 ± 0.00defg 3.10 ± 0.03k 

*La misma letra en la misma columna significa que no hay diferencia significativa entre las 

medias (prueba de Tukey α=0.05); valores = 0.00 significan ≤ 0.005; nd = no detectado  
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Tabla 6.3 Contenido de AHCs insolubles en la PC de siete variedades de C. arabica en tres 

estados de madurez 

 

Variedad 
Estado de 

madurez 
ACL 

(mg/g) 

AC 

(mg/g) 

AF 

(mg/g) 

ApC 

(mg/g) 

AHCs 

insolubles 

(mg/g) 

Típica Inmaduro 0.06 ± 0.00c 0.64 ± 0.01b 0.03 ± 0.00cdef 0.03 ± 0.00cd 0.75 ± 0.02b 

Semi-maduro 0.05 ± 0.00cd 0.45 ± 0.00fg 0.04 ± 0.00cd 0.02 ± 0.00fghijk 0.56 ± 0.00ijk 

Maduro 0.08 ± 0.00a 0.47 ± 0.01f 0.04 ± 0.01b 0.03 ± 0.00cde 0.62 ± 0.02efgh 

       

Bourbon Inmaduro 0.05 ± 0.00cd 0.54 ± 0.01e 0.02 ± 0.00jkl 0.02 ± 0.00kl 0.63 ± 0.01efg 

Semi-maduro 0.05 ± 0.00cd 0.42 ± 0.01fghi 0.03 ± 0.00hijkl 0.02 ± 0.00ghijk 0.52 ± 0.00jk 

Maduro 0.08 ± 0.00a 0.41 ± 0.01ghi 0.04 ± 0.00c 0.02 ± 0.00defghi 0.55 ± 0.01jk 

       

Mundo 

Novo 

Inmaduro 0.04 ± 0.00d 0.54 ± 0.01e 0.03 ± 0.00defghi 0.02 ± 0.00defgh 0.64 ± 0.01efg 

Semi-maduro 0.05 ± 0.01cd 0.58 ± 0.02cde 0.03 ± 0.00ijkl 0.02 ± 0.00hijk 0.67 ± 0.03cdef 

Maduro 0.07 ± 0.00b 0.44 ± 0.01fg 0.04 ± 0.00cd 0.03 ± 0.00cde 0.58 ± 0.01ghij 

       

Costa 

Rica 

Inmaduro 0.06 ± 0.00c 0.56 ± 0.02de 0.03 ± 0.00cde 0.03 ± 0.00ab 0.69 ± 0.02cde 

Semi-maduro 0.05 ± 0.00cd 0.44 ± 0.01fg 0.03 ± 0.00ghijk 0.02 ± 0.00defg 0.54 ± 0.01jk 

Maduro 0.08 ± 0.00a 0.37 ± 0.04i 0.04 ± 0.00cd 0.02 ± 0.00cdef 0.51 ± 0.04k 

       

Oro 

Azteca 

Inmaduro 0.05 ± 0.00cd 0.61 ± 0.00bcd 0.03 ± 0.00fghij 0.02 ± 0.00defgh 0.71 ± 0.00bcd 

Semi-maduro 0.04 ± 0.00d 0.53 ± 0.01e 0.02 ± 0.00kl 0.02 ± 0.00ijk 0.62 ± 0.01fghi 

Maduro 0.08 ± 0.00a 0.38 ± 0.01hi 0.03 ± 0.00cdefg 0.02 ± 0.00efghijk 0.52 ± 0.01jk 

       

Garnica 

Rojo 

Inmaduro 0.05 ± 0.00cd 0.53 ± 0.01e 0.03 ± 0.00cdefgh 0.03 ± 0.00bc 0.65 ± 0.02def 

Semi-maduro 0.04 ± 0.00d 0.63 ± 0.02bc 0.02 ± 0.00jkl 0.02 ± 0.00jkl 0.72 ± 0.03bc 

Maduro 0.06 ± 0.00c 0.45 ± 0.00fg 0.03 ± 0.00defghi 0.02 ± 0.00efghij 0.56 ± 0.00hijk 

       

Garnica 

Amarillo 

Inmaduro 0.05 ± 0.00cd 0.91 ± 0.05a 0.05 ± 0.00a 0.04 ± 0.00a 1.05 ± 0.05a 

Semi-maduro 0.04 ± 0.00d 0.57 ± 0.01de 0.02 ± 0.00l 0.02 ± 0.00l 0.65 ± 0.02def 

Maduro 0.05 ± 0.00cd 0.44 ± 0.02fgh 0.03 ± 0.00efghij 0.02 ± 0.00ghijk 0.54 ± 0.02jk 

*La misma letra en la misma columna significa que no hay diferencia significativa entre las 

medias (prueba de Tukey α=0.05); valores = 0.00 significan ≤ 0.005; n.d. = no detectado 
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El principal componente de los hidrolizados alcalinos de PC fue el AC, el cual 

representó el 72-88% de los AHCs insolubles (Tabla 6.3). El AC es el AHC más abundante 

en frutas y generalmente se encuentra esterificado a azúcares, ácidos orgánicos o lípidos 

(Scalbert y Williamson, 2000).  

El ACL es el éster soluble de AC más abundante en la PC. Se encontraron pequeñas 

cantidades en los hidrolizados alcalinos, probablemente debido a la hidrólisis incompleta de 

la PC. El AF y el ApC se encontraron en el rango de 0.016 a 0.052 mg/g PC. Estos valores 

son menores a los reportados por Torres-Mancera et al. (2011) y Pérez-Morales et al. (2011). 

Ellos encontraron un contenido de 0.083-0.108 mg de AF por g de PC y 0.079-0.094 mg ApC 

por g de PC en la fracción insoluble. Estas diferencias pueden deberse al origen de la muestra 

(variedad, método de despulpado, método de secado, etc.), pero también a las técnicas 

analíticas utilizadas. 

Finamente se analizó el contenido de AHCs solubles e insolubles en una muestra de 

PC obtenida de un proceso comercial (Tabla 6.4). Esta muestra se obtuvo mediante un 

beneficio húmedo tradicional y se usaron frutos maduros de la variedad Típica, 

principalmente. El contenido de AHC totales (4.67 mg/g PC) se encontró dentro del rango 

de los obtenidos para los frutos maduros de las diferentes variedades (2.96-6.49 mg/g PC). 

Al igual que en las muestras de las diferentes variedades, los AHCs de la PC comercial se 

encontraron principalmente en la fracción soluble (89.7%). El AHC más abundante en la 

fracción soluble fue el ACL (4.17 mg/g), y representó el 98.4% de los AHCs solubles de la 

PC. En la fracción insoluble, el AC fue el compuesto más abundante (0.376 mg/g PC) y 

representó el 78.4% de los AHCs de esta fracción. 

Tabla 6.4 Contenido de AHCs solubles e insolubles en la PC obtenida de un proceso 

comercial 

Compuesto Fracción soluble 

(mg/g) 

Fracción insoluble 

(mg/g) 

Totales 

(mg/g) 

Ac. Clorogénico 4.173 ± 0.017 0.067 ± 0.008 4.240 ± 0.022 

Ac. Cafeico 0.000 ± 0.000 0.376 ± 0.030 0.376 ± 0.030 

Ac. p-Cumárico 0.017 ± 0.000 0.014 ± 0.001 0.031 ± 0.001 

Ac. Ferúlico 0.000 ± 0.000 0.023 ± 0.002 0.023 ± 0.002 



6. Caracterización y selección del material vegetal 

 

Extracción, purificación y transformación enzimática del ACL de la PC             49 

El mayor contenido de ACL y AHCs encontró en los frutos semi-maduros de las 

variedades Garnica Rojo y Garnica Amarillo. Sin embargo, el cultivo de estas variedades es 

muy pequeño en la región de Veracruz. De acuerdo con las prácticas agrícolas de la región, 

solo se cosechan los frutos maduros para su procesamiento. Los frutos que no alcanzan su 

madurez al final de la cosecha permanecen en los árboles, y se desaprovechan. Estos frutos 

inmaduros son una fuente potencial de AHCs. Sin embargo, para su obtención se requiere de 

una cosecha adicional. 

6.5 Conclusiones 

La información disponible sobre el contenido y distribución de los compuestos 

fenólicos en la PC es confusa y en ocasiones puede ser contradictoria. En este trabajo se 

mejoró y definió una metodología para la extracción y cuantificación de las fracciones 

solubles e insolubles de los AHCs. Esta metodología se utilizó para estudiar el contenido de 

AHCs de la PC proveniente de frutos de siete variedades de café en tres estados de madurez. 

Los AHCs de la PC se encuentran principalmente de la fracción soluble (81-97%) en 

todas las variedades y estados de madurez analizados. El ACL es el principal AHC en la 

fracción soluble (1.31-24.42 mg/g PC) y representa del 94 al 99% de los AHCs en esta 

fracción, mientras que el AC es el AHC más abundante en la fracción insoluble (0.37-0.91 

mg/g PC) y representa del 72 al 85% de los AHCs insolubles de la PC. 

El contenido de AHCs en la CP depende de la variedad y el grado de madurez del 

fruto del que proviene. El contenido de AHCs totales en la CP se incrementa durante la 

maduración del fruto (de inmaduro a semi-maduro) y disminuye en la última fase de la 

maduración (de semi-maduro a maduro) para para todos los casos estudiados, excepto para 

la variedad Típica. El mayor contenido de AHCs y ACL lo encontramos en los frutos semi-

maduros de las variedades Garnica. Sin embargo, la disponibilidad de estas variedades es 

limitada. Por ello seleccionamos la PC obtenida de un beneficio comercial para la extracción, 

purificación y biotransformación del ACL. Por otra parte, sugerimos el uso de los frutos que 

no alcanzan la madurez comercial al final de la cosecha, como una potencial fuente 

económica de AHCs y otros compuestos bioactivos.  
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7. Extracción y purificación del ACL de la PC 

7.1 Resumen 

La PC es una potencial fuente económica de ACL y AHCs en general. La producción 

de AHCs a partir de la PC requiere de métodos eficientes para la extracción y recuperación 

de estos compuestos. En este capítulo se diseñó y aplicó una estrategia para extraer y purificar 

el ACL de la PC.  

En esta sección se describe la extracción enzimática de AHCs de la PC utilizando 

carbohidrasas comerciales (pectinasas, xilanasas y celulasas). Se observó que el 

pretratamiento térmico (10 min, 10 psi en autoclave) permitió extraer 72.6% del ACL total 

de la PC. La adición de enzimas comerciales no incrementó el ACL extraído, incluso se 

observó una hidrólisis parcial del ACL. Cuando se utilizó una pectinasa comercial de A. 

niger, se observó una hidrólisis del 86.3% del ACL extraído. Esto probablemente se deba a 

la presencia de una actividad feruloil esterasa o clorogenato hidrolasa en la preparación 

comercial. 

Alternativamente, se estudió la extracción asistida por microondas (EAM) para la 

extracción de ACL de la PC. Se evaluó el efecto del solvente, la concentración del solvente, 

la temperatura y el tiempo de extracción sobre la recuperación del ACL de la PC. En las 

mejores condiciones (etanol al 50%, 60 °C, 4 min) se recuperó el 67.5% del ACL total de la 

PC en un proceso rápido y sencillo. El rendimiento obtenido con la EAM (67.5%) fue 

ligeramente menor al obtenido por el tratamiento térmico en autoclave (72.5%). Sin embargo, 

la EAM fue más rápida y más fácil de controlar que el tratamiento térmico en autoclave. Por 

ello, se utilizó la EAM para la extracción preparativa de ACL. 

El extracto extracto etanólico de PC obtenido por EAM se purificó parcialmente 

mediante cromatografía en columna. El extracto se fraccionó primero en una columna 

empacada con la resina no polar Amberlita XAD-16 y después en una columna C18 semi-

preparativa. Con esta metodología se obtuvo un extracto rico en ACL con una pureza del 

61.7%. La metodología desarrollada permitió la extracción y purificación de ACL a partir de 

PC mediante un proceso rápido, sencillo y reproducible. La cantidad y pureza del ACL 

obtenido fueron suficientes para los estudios posteriores. 
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7.2 Introducción 

Una de las aplicaciones potenciales más atractivas de la PC consiste en la producción 

de compuestos bioactivos, como los AHCs y el ACL. El ACL es el ácido fenólico más 

abundante en la PC, presenta importantes actividades biológicas y tiene aplicaciones 

industriales potenciales (Marques y Farah, 2009). Para llevar a la prácitca estas aplicaciones 

se requiere de procesos eficientes de extracción, recuperación y purificación. 

Varios autores han reportado la extracción de AHCs de la PC usando extracciones 

convencionales sólido-líquido con solventes orgánicos (Ramirez-Coronel et al., 2004; Pérez-

Morales et al., 2011) o por hidrólisis alcalina o enzimática (Arellano-González et al., 2011; 

Torres-Mancera et al., 2011). Los métodos de extracción acelerada, como la extracción 

asistida por microondas (EAM) y la extracción asistida por ultrasonido (EAU) se han 

utilizado exitosamente para la extracción de ACL de diferentes matrices, como los botones 

de Lonicera japonica, los granos de café verde, las hojas de Eucommia ulmoides y de tabaco 

(Li et al., 2005; Zhang et al., 2008a; Mazvimba et al., 2012; Upadhyay et al., 2012). Sin 

embargo, ninguna de estas metodologías ha sido utilizada para la extracción de AHCs o ACL 

de la PC. 

Para cualquiera de las aplicaciones potenciales de los AHCs se requiere de cierta 

concentración y pureza. Hasta el momento, no existen reportes sobre la purificación de AHCs 

extraídos de la PC. Pero existen reportes de la purificación de ACL y AF extraídos de otras 

fuentes. 

 Los procedimientos tradicionales para el aislamiento y purificación de AHCs 

incluyen extracciones líquido-líquido y cristalizaciones (Hulme, 1953; Rakotomalala, 1992). 

Sin embargo, estos procedimientos son largos, laboriosos y consumen grandes cantidades de 

solventes orgánicos. Otros autores han propuestos métodos más rápidos y convenientes para 

la purificación de ACL, como la adsorción en resinas macroporosas (Zhang et al., 2008b; 

Sun et al., 2013)  y la cromatografía contracorriente de alta velocidad, HSCCC (Lu et al., 

2004). 

En esta sección se estudió la extracción enzimática y la EAM para la recuperación de 

los AHCs de la PC. Los extractos obtenidos fueron utilizados para la purificación de ACL 
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mediante la adsorción en la resina no polar Amberlita XAD-16 seguida de cromatografía 

HPLC semi-preparativa usando una columna C18.  

7.3 Materiales y métodos 

7.3.1 Materiales 

En este capítulo se utilizó un lote de PC obtenido de un beneficio comercial ubicado 

en el ejido San Marcos de León, en el municipio de Xico, Veracruz. Este lote se obtuvo 

mediante un beneficio húmedo convencional y se secó al sol durante 72 h y por 24 h más en 

un secador de charolas, para asegurar un contenido de humedad inferior al 10%. Para las 

extracciones, la PC seca se molió en un molino de cuchillas y se tamizó para obtener un polvo 

con un tamaño de partícula de 0.15 a 0.84 mm. 

La PC libre de AHCs solubles se obtuvo mediante 3 extracciones metanólicas 

sucesivas. Se pesaron 2 g (bs) de PC en matraces Erlenmeyer de 125 mL. Se agregaron 20 

mL de metanol acuoso (metanol al 80% + 1% de ácido acético) y se incubó durante 35 min 

a 55 °C con agitación rotatoria (150 rpm). La mezcla se filtró a través de papel Whatman No. 

1, esta extracción se repitió 2 veces más. El residuo sólido se secó durante 2 h a 55 °C. 

Las enzimas utilizadas se obtuvieron de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). Se usaron 

las siguientes enzimas: pectinasa de A. niger (No. Cat. 17389) xilanasa de Trichoderma 

longibrachiatum (No. Cat. X2629) y celulasa de Trichoderma longibrachiatum (No. Cat. 

C9748). 

7.3.2 Extracción enzimática de los AHCs de la PC 

La PC seca y la PC libre de AHCs solubles se sometieron a un tratamiento térmico y 

enzimático con la finalidad de extraer los AHCs. Este tratamiento está basado en un método 

propuesto anteriormente (Torres-Mancera, 2013) con algunas modificaciones.  

Se pesaron 2 g de PC seca. En el caso de las extracciones enzimáticas de la PC libre 

de AHCs solubles se utilizó el residuo 2 g de PC después de las 3 extracciones metanólicas, 

como se describió en la sección 7.3.1. Se agregaron 10 mL de agua destilada, se sometió a 

un tratamiento térmico en autoclave (10 min a 10 lb) y se dejó enfriar a temperatura ambiente. 

Posteriormente, se agregaron 5 mL de agua destilada estéril y 5 mL buffer citratos (100 mM, 
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pH 5) con 40 U/mL de pectinasa y xilanasa comerciales (concentración final 100 U/g de PC) 

y 80 mg/L de ciprofloxacino (concentración final = 100 mg/L) para evitar el crecimiento 

bacteriano. La mezcla se incubó durante 8 h a 40 °C con agitación constante (150 rpm). 

Después, los matraces se colocaron durante 4 h a -18 °C para detener la reacción. La mezcla 

se filtró y el líquido se analizó por HPLC. En un segundo experimento, se evaluó el efecto 

separado de tres enzimas comerciales (pectinasa, celulasa y xilanasa) sobre la extracción de 

AHCs después del tratamiento térmico. 

7.3.3 Extracción asistida por microondas de ACL de la PC  

Se evaluó la EAM para acelerar la extracción de los AHCs de la PC. Se colocó 1 g 

(bs) de PC en cada tubo de PTFE, se agregaron 10 mL de solvente y se agitó en vortex. Los 

tubos se colocaron en el horno de microondas MARS Express (CEM, USA) y se sometieron 

a una extracción a temperatura constante usando una potencia variable de 0 a 800 W durante 

la extracción. Una vez transcurrido el tiempo programado, se retiraron los tubos del horno de 

microondas, se dejaron enfriar a temperatura ambiente y se separó el líquido de los sólidos 

por filtración. Los extractos obtenidos se llevaron a un volumen de 10 mL con el solvente de 

extracción, se filtraron a través de una membrana de celulosa regenerada de 22 µm y se 

analizaron por HPLC. 

Se evaluó el efecto del solvente (agua, metanol 50% v/v y etanol 50% v/v), la 

concentración del solvente (etanol 0-100%), la temperatura (40-80 °C) y el tiempo de 

extracción (1-8 min) sobre la extracción de ACL de la PC. Finalmente, las condiciones 

seleccionadas se utilizaron para extraer los AHCs de 32 g de PC. Este extracto se utilizó para 

la purificación del ACL de la PC. 

7.3.4 Purificación del ACL de la PC 

Se purificó parcialmente el ACL a partir de un extracto etanólico de PC obtenido por 

EAM. Para ello, se utilizó una cromatografía de adsorción en la resina no iónica Amberlita 

XAD-16 seguida de una cromatografía liquida en fase reversa usando una columna C18 semi-

preparativa en un equipo HPLC equipado con un detector de arreglo de diodos y un colector 

de fracciones. Se realizaron varias pruebas preliminares para seleccionar el relleno 
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cromatográfico utilizado en la primera cromatografía, así como el régimen de elución 

(isocrático o gradientes escalonados).  

En el protocolo final, el extracto etanólico se concentró en rotovapor hasta eliminar 

el solvente orgánico, el extracto concentrado se secó en estufa a 60 °C durante 12 h hasta 

obtener un sólido seco. El extracto seco (8.791 g) se disolvió en agua desionizada (100 mL) 

y se aplicó a una columna empacada con Amberlita XAD-16 (250 mL) previamente 

equilibrada con agua. La columna se lavó con 4 volúmenes de agua desionizada (1000 mL) 

a un flujo de 15 mL/min (aproximadamente), este lavado se descartó. La muestra se eluyó 

con 4 volúmenes de etanol al 96% (v/v) a un flujo de 15 mL/min (aproximadamente). Se 

desecharon los primeros 125 mL (este volumen corresponde al volumen muerto de la 

columna), se recuperó el primer volumen de columna (250 mL) y los siguientes 625 mL se 

desecharon. La amberlita se equilibró con agua desionizada (1000 mL) antes de volver a 

usarla. La fracción rica en ACL (250 mL) se evaporó en rotavapor hasta la mitad de su 

volumen inicial (125 mL). El extracto concentrado se secó en estufa durante 12 h a 60 °C 

hasta obtener un sólido seco (1.656 g). 

El extracto rico en ACL (1.656 g) se disolvió en 20 mL de una solución compuesta 

por metanol (25% v/v), ácido acético (0.9% v/v) y agua (74.1% v/v). La solución se filtró a 

través de membranas de celulosa regenerada de 0.22 µm y se inyectó en una columna C18 

semi-preparativa (Restek Ultra C18 250 x 21.2 mm 5 µm). La separación se llevó a cabo en 

un equipo HPLC Shimadzu Prominence descrito anteriormente (sección 6.3.4). Se equilibró 

la columna con 75% de fase A (ácido acético 1.2% v/v) y 25% de fase B (metanol) a un flujo 

de 5 mL/min. Se inyectaron 10 mL de extracto y se eluyó de acuerdo al siguiente programa: 

25% de B durante 60 min, un gradiente lineal de 25 a 100% de B en 10 min, 100% de B 

durante 10 min y un gradiente lineal de 100% a 25% de B en 10 min, la columna se equilibró 

durante 25 min antes de volver a usarla. Se colectaron fracciones de 5 mL, las fracciones con 

mayor contenido de ACL (34-39) se juntaron y se concentraron en rotovapor hasta eliminar 

el solvente, el extracto concentrado se secó en estufa a 60 °C durante 12 h. 
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7.3.5 Métodos analíticos 

El análisis de AHCs se realizó en un sistema HPLC Shimadzu Prominence descrito 

anteriormente. La separación se llevó a cabo en una columna Restek Ultra C18 (150 x 3.2 

mm, 5 µm). Se utilizó un método isocrático con una fase móvil compuesta por metanol (25% 

v/v), ácido acético (0.9% v/v) y agua (74.1% v/v) a un flujo de 0.5 mL/min durante 20 min. 

Los AHCs fueron detectados a 320 nm, la cuantificación se realizó por el método del estándar 

externo. Se prepararon curvas de calibración para cada compuesto (ACL, AC, ApC y AF) en 

un rango de 0.002 a 0.5 mg/mL.  

7.3.6 Análisis estadístico 

Todas las extracciones y análisis se realizaron al menos por triplicado. Los resultados 

fueron expresados como media ± desviación estándar. Se realizó un análisis de varianza de 

los datos y las medias se compararon usando la prueba de Tukey (α = 0.05). El análisis 

estadístico se realizó usando el software Sigmaplot 12.0 (Systat Software, Inc. San Jose, CA, 

USA). 

7.4 Resultados y discusión 

7.4.1 Extracción enzimática de los AHCs de la PC 

Para evaluar el potencial de la hidrólisis enzimática para extraer los AHCs de la PC, 

se realizó una hidrólisis usando una combinación de enzimas comerciales (pectinasa y 

xilanasa) en las condiciones antes descritas (Torres-Mancera, 2013). Se sometió la PC seca 

y a la PC libre de AHCs solubles a una hidrólisis enzimática en condiciones similares. 

Además, se comparó la cantidad de AHCs extraídos con y sin tratamiento térmico. 

En la Figura 7.1 se muestra la cantidad de ACL y AC extraído por cada uno de los 

tratamientos utilizados. Se puede observar que cuando la PC libre de AHCs solubles es 

sometida al tratamiento enzimático, solo se logran extraer pequeñas cantidades de ACL 

(0.017-0.018 mg/g PC) y AC (0.055-0.100 mg/g PC). Estas cantidades son de alrededor del 

25-27% del ACL y 15-27% del AC presente en la fracción insoluble de la PC (Tabla 6.4). 

Por lo que el tratamiento enzimático propuesto no es eficiente para extraer los AHCs 

esterificados de la PC. 
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Figura 7.1 Extracción de AHCs por hidrólisis enzimática (1 = PC libre de AHCs solubles + 

Tratamiento Térmico + Tratamiento Enzimático; 2 = PC libre de AHCs solubles + 

Tratamiento Enzimático; 3 = PC Entera + Tratamiento Térmico + Tratamiento Enzimático; 

4 = PC entera + Tratamiento Enzimático). 

 

Por otro lado, cuando la PC entera fue sometida a un tratamiento térmico, seguido de 

un tratamiento enzimático con una pectinasa y una xilanasa comercial, se observó una 

extracción de ACL correspondiente al 23.6% del ACL total determinado por el método 

analítico, y una cantidad de AC 2.5 veces mayor a la del AC presente en la PC. Esto sugiere 

una hidrólisis parcial del ACL durante el tratamiento térmico y/o enzimático. Cuando la PC 

entera se sometió al tratamiento enzimático sin un tratamiento térmico previo, sólo se 

extrajeron pequeñas cantidades de ACL y AC (0.070 y 0.044 mg/g PC, respectivamente).  

Para comprender esta situación relacionada con la hidrólisis del ACL se planteó un 

segundo experimento, en donde la PC entera se sometió a un tratamiento térmico seguido de 

un tratamiento enzimático usando 3 enzimas (pectinasa, xilanasa y celulasa) en tratamientos 

independientes. Además, se preparó un tratamiento control en donde no se utilizaron 

enzimas. 
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Figura 7.2 Extracción de AHCs por hidrólisis con enzimas comerciales independientes. 

 

En la Figura 7.2 se muestra la cantidad de ACL y AC extraído con las diferentes 

enzimas. Se puede observar que, en el control sin enzima se extrajo la mayor cantidad de 

ACL de la PC. En este tratamiento se extrajo el 72.6% del ACL total presente en la PC. En 

los tratamientos con xilanasa y celulasa se recuperó el 66-68% del ACL total. Esto es 

ligeramente menor a la cantidad de ACL extraída en el tratamiento control. En el caso del 

tratamiento con pectinasa se observó una disminución del 86.3% de ACL extraído en el 

tratamiento control. Además, se observó un incremento en la cantidad de AC presente en el 

extracto. Este incremento en la cantidad de AC probablemente se debe a la hidrólisis parcial 

del ACL catalizada por la pectinasa. El incremento en la cantidad de AC corresponde a un 

72.6% de la disminución del ACL con respecto al tratamiento control. En las condiciones de 

reacción enzimática, la pectinasa utilizada hidroliza el 83.6% del ACL presente, con un 

rendimiento molar de AC del 72.6%.  

Estos resultados indican que la pectinasa comercial es la responsable de la hidrólisis 

parcial del ACL extraído por el tratamiento térmico. Esto sugiere la presencia de actividad 

clorogenato hidrolasa en la enzima comercial. La presencia de actividad clorogenato 

hidrolasa en preparaciones comerciales de pectinasa ha sido reportada previamente. Schobel 
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y Pollmann (1980) aislaron y caracterizaron una clorogenato esterasa a partir de una 

preparación comercial de pectinasa producida por A. niger. Faulds y Williamson (1993) 

purificaron y caracterizaron dos FAEs (FAE I y FAE II) a partir de una preparación comercial 

de pectinasa de A. niger. La FAE I fue capaz de hidrolizar el metil éster del AC. Barbe y 

Dubourdieu (1998) purificaron y caracterizaron una cinamoil esterasa capaz de hidrolizar el 

ACL a partir de una pectinasa comercial producida por A. niger. La presencia de actividad 

clorogenato hidrolasa en la pectinasa utilizada se confirmó en el capítulo 9. 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo difieren a los reportados por Torres-

Mancera (2013) sobre la extracción enzimática de AHC mediante hidrólisis enzimática 

usando enzimas comerciales (pectinasa, xilanasa y celulasa). El mayor rendimiento de 

extracción de ACL lo obtuvo con la mezcla de pectinasa y xilanasa (100 U/g de PC de cada 

enzima). En estas condiciones, se extrajo el 68% del ACL total. Este rendimiento fue similar 

al obtenido usando una mezcla de tres extractos enzimáticos crudos de R. pusillus, A. tamarii 

y Trametes sp. con la pectinasa comercial (10 U/g PC) (Torres-Mancera et al., 2013). En 

ambos trabajos no se observó hidrólisis del ACL ni incremento en la cantidad de AC presente 

antes de la hidrólisis. 

Por otra parte, Benoit et al. (2006) usaron una feruloil esterasa tipo B (FAE-B) para 

extraer los AHCs de la PC. Con este tratamiento se recuperó de manera cuantitativa el AC, 

el 73% del ApC y el 45% del AF extraíble por hidrólisis alcalina de la PC. En ese estudio no 

se encontró ACL después del tratamiento enzimático de la PC, ya que fue completamente 

hidrolizado por la enzima. Resultados similares fueron obtenidos cuando la PC autoclavada 

fue tratada con una clorogenato hidrolasa producida por A. niger (Asther et al., 2005). 

Los resultados obtenidos en esta sección, sugieren que el tratamiento térmico 

propuesto puede ser utilizado para la extracción de ACL a partir de PC sin necesidad de un 

tratamiento enzimático adicional. Por otro lado, el tratamiento con pectinasa puede usarse 

para la recuperación de los productos de la hidrólisis del ACL (AC y AQ). 

7.4.2 Extracción asistida por microondas de ACL de la PC 

La EAM es una técnica que combina la extracción sólido-líquido con el uso de la 

energía de las microondas para extraer compuestos objetivo de diferentes matrices. La alta 
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temperatura y presión alcanzadas pueden causar la migración selectiva del compuesto 

objetivo del material a los alrededores a una tasa mayor y con rendimientos similares o 

mayores que las extracciones convencionales (Upadhyay y Mohan Rao, 2013).  

La EAM se ha utilizado exitosamente para la extracción de ACL de diferentes fuentes 

como: capullos y flores secas de madreselva (Zhang et al., 2008a; Hu et al., 2009), hojas de 

tabaco (Li et al., 2010) y granos verdes de café (Upadhyay et al., 2012). En todos los casos 

se encontraron ventajas de la EAM sobre la extracción convencional, como el menor 

consumo de solvente y menor tiempo de extracción. Sin embargo, las condiciones óptimas 

de extracción dependen del equipo utilizado y de la matriz de la cual se extrae el compuesto. 

Por ello se evaluó el efecto de diferentes variables (solvente, concentración del solvente y 

tiempo de extracción) sobre la recuperación de ACL de la PC mediante EAM.  

Como primer paso se evaluó el efecto del solvente sobre la extracción de ACL. Se 

observó que el etanol tiene una mayor eficiencia de extracción de ACL de la PC (Figura 

7.3A). Cuando se evaluaron diferentes concentraciones de solvente, se encontró que la mayor 

extracción de ACL se obtuvo con etanol al 50%, por lo que se utilizó esta concentración de 

solvente para los experimentos posteriores. Un incremento o disminución de la concentración 

de etanol reduce significativamente la cantidad de ACL extraído de la PC. Una 

particularmente baja cantidad de ACL (0.302 mg/g PC) se extrajo cuando se utilizó etanol 

anhidro como solvente (Figura 7.3B). 

 

Figura 7.3 Efecto del solvente (A) y de la concentración del solvente (B) sobre la extracción 

de ACL de la PC por EAM (extracciones reaizadas a4 min a 50 °C). 

 



7. Extracción y purificación del ACL de la PC 

 

Extracción, purificación y transformación enzimática del ACL de la PC             60 

 

Figura 7.4 Efecto de la temperatura (A) y el tiempo de extracción (B) sobre la recuperación 

de ACL de la PC por EAM. 

 

La selección del solvente utilizado depende de la solubilidad del compuesto objetivo 

(ACL) así como de las propiedades eléctricas del solvente (constante dieléctrica). El ACL es 

más soluble en alcoholes menores (metanol, etanol) y en mezclas de estos alcoholes con agua 

que en agua pura (Upadhyay y Mohan Rao, 2013). Por otra parte, la absorción de la energía 

de las microondas se incrementa conforme aumenta la constante dieléctrica del solvente, 

haciendo más eficiente el calentamiento (Zhang et al., 2008a).  

Se evaluó el efecto de la temperatura sobre la extracción de ACL de la PC por EAM 

(Figura 7.4A). La mayor extracción de ACL se obtuvo a 50 °C, a temperaturas más elevadas 

(60-70 °C) no se observó un incremento en la extracción de ACL y a 80°C se observó una 

disminución en la cantidad de ACL extraído. Generalmente, el incremento de la temperatura 

favorece la extracción del compuesto objetivo durante la EAM, ya que incrementa la 

solubilidad y favorece la ruptura celular. Sin embargo, a altas temperaturas el ACL es 

susceptible a la degradación térmica. Este efecto ha sido observado a temperaturas superiores 

a 50 °C durante la extracción de ACL de granos verdes de café por EAM (Upadhyay et al., 

2012). 

Finalmente se estudió el efecto del tiempo de extracción (1-8 min) sobre la 

recuperación de ACL por EAM (Figura 7.4B). La mayor extracción de ACL se alcanzó a los 

4 min. Después de los 4 min se observó una disminución en la cantidad de ACL extraído, 
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probablemente debido a la descomposición térmica de este compuesto. Sin embargo, esta 

diferencia no fue estadísticamente significativa. 

En las mejores condiciones de extracción (4 min, 50 °C, 50% de etanol) se extrajeron 

2.449 mg de ACL/g PC. Esto corresponde al 57.8% del ACL obtenido mediante extracciones 

sucesivas con hexano, metanol e hidrólisis alcalina. Una simple extracción adicional con 

etanol al 50% (10 mL, 1 min a temperatura ambiente en vórtex) permitió extraer hasta el 

71.6% del ACL total en una fracción del tiempo requerida para la extracción convencional. 

La EAM permitió una alta recuperación del ACL de la PC en un corto tiempo de extracción. 

El proceso fue sencillo, reproducible y se evitó el uso de solventes tóxicos, por lo que se 

seleccionó esta metodología para la extracción preparativa del ACL de la PC.  

7.4.3 Purificación del ACL de la PC 

El ACL extraído de la PC por EAM fue purificado parcialmente usando cromatografía 

en Amberlita XAD-16 y en una columna C18 semi-preparativa. Se realizó una serie de 

experimentos semi-cuantitativos para seleccionar la fase estacionaria y el régimen de elución. 

En la Tabla 7.1 se muestra el rendimiento obtenido en el procedimiento final utilizado para 

la purificación del ACL. 

El extracto etanólico seco tuvo una baja concentración de ACL (11.3 mg/g de 

extracto). Debido a la baja concentración de ACL y la baja solubilidad del extracto crudo, la 

purificación directa de este extracto por HPLC semi-preparativo no fue conveniente. Por ello, 

se utilizó una cromatografía en columna para concentrar el ACL y eliminar contaminantes 

mayores del extracto, como los azúcares y otros compuestos polares.  

 

Tabla 7.1 Purificación de ACL a partir de un extracto etanólico de PC obtenido por EAM 

 

Peso 

(g) 

Pureza  

(% p/v) 

Factor de 

purificación 

ACL total 

(mg) 

Recuperación 

(%) 

Extracto crudo 8.791 1.13 1.0 99.6 100.0 

Extracto libre de 

azúcares 
1.656 5.90 5.2 97.7 98.0 

Fracción 1 C18 

Semi-preparativa 
0.07 61.71 10.5 43.2 43.4 
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Se probaron dos fases estacionarias para la concentración del ACL (Amberlita XAD-

16 y Sephadex LH20). Inicialmente, la muestra se eluyó con un gradiente escalonado de 

etanol (0-100% v/v). La separación en Sephadex fue lenta debido probablemente al tamaño 

de partícula, lo que ocasionó flujos bajos del eluyente. Además, con esta metodología sólo 

se recuperó el 16% del ACL inyectado. En el caso de la cromatografía en Amberlita XAD-

16 se logró recuperar cerca del 100% del ACL inyectado, pero éste se distribuyó en varias 

fracciones. Cuando se utilizó etanol al 96% (v/v) como eluyente, también se recuperó cerca 

del 100% del ACL inyectado, pero éste se concentró en un solo volumen de columna.  

En el protocolo final, el extracto crudo (8.791 g) se disolvió en agua (100 mL) y se 

aplicó a una columna empacada con 250 mL de Amberlita. Se eluyó con 1000 mL de etanol 

(96% v/v) y la fracción rica en ACL (fracción 1) se recuperó en un volumen de columna (250 

mL). Esta fracción se evaporó y se secó para obtener 1.656 g de un extracto de PC libre de 

azúcares con una concentración de 59 mg de ACL por g de extracto. 

La Amberlita XAD-16 es una resina de adsorción no iónica formada por un 

copolímero de estireno y divinilbenceno. Se ha utilizado para la recuperación de flavonoides, 

taninos y ácidos fenólicos (Tomás-Barberán et al., 1992; Schieber et al., 2003; Parejo et al., 

2004; Seeram et al., 2005). La Amberlita es utilizada para retener los compuestos fenólicos 

y eliminar compuestos polares como azúcares, pectinas entre otros. Los compuestos 

fenólicos son eluídos con solventes polares como etanol, metanol o acetona. Esta 

metodología permite obtener un extracto libre de azúcares y rico en compuestos fenólicos. 

Para el aislamiento de compuestos puros se requiere de técnicas con mayor resolución, como 

la cromatografía líquida contra-corriente y el HPLC preparativo. 

Se evaluó el uso de HPLC semi-preparativo para la purificación del ACL a partir del 

extracto de PC libre de azúcares. En un primer intento, se utilizó un método isocrático con 

una fase móvil compuesta de agua-metanol-ácido acético (74.1:25:0.9). El ACL se eluyó en 

una fracción con tiempo de retención entre 28 y 38 minutos. Sin embargo, se detectaron 

compuestos con tiempos de retención de hasta 285 min, por lo que la separación 

cromatográfica se prolongó hasta por 5 h (Figura 7.5a).  
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Figura 7.5 Cromatogramas semi-preparativos del extracto libre de azúcares usando un 

método isocrático (a) y de gradientes (b). 

 

Con la finalidad de reducir el tiempo de separación, se utilizó un método en 

gradientes. Con este método el tiempo de la separación se redujo a 2 h (Figura 7.5b). La 

fracción con tiempo de retención de 28-38 min se colectó, se evaporó y se secó para obtener 

un extracto parcialmente purificado. Este extracto se utilizó como sustrato para la síntesis 

enzimática de CAPE en el capítulo 9.  

Los cromatogramas analíticos del extracto parcialmente purificado mostraron un solo 

pico. Este pico corresponde con el tiempo de retención y el espectro UV del ACL (Figura 

7.6) pero el análisis cuantitativo indicó una pureza del 61.7%. Esto se puede deber a que las 

impurezas presentes son insolubles en el solvente utilizado (metanol-ácido acético-agua, 

25:0.9:74.1, V/V), no se separan en el método cromatográfico utilizado o no absorben en la 

longitud de onda observada (280 y 320 nm). Para identificar las impurezas presentes en el 

extracto de PC parcialmente purificado se requiere de un análisis más detallado, por ejemplo, 

mediante HPLC acoplado a espectrometría de masas. 

Lee et al. (2015) establecieron un método para la purificación rápida de ACL a partir 

de peras inmaduras. El método propuesto consiste en extracción líquido-líquido con acetato 

de etilo, separación cromatográfica en una columna empacada con la resina Diaion HP-20 y 

HPLC preparativo en una columna ODS. Ellos obtuvieron un compuesto con una pureza del 

91.3% y una recuperación del 63.9%. Estos valores de pureza y rendimiento son superiores 

a los alcanzados con el protocolo propuesto. Estas diferencias pueden deberse al mayor 

contenido de ACL del extracto crudo utilizado y a la mayor purificación obtenida con la 

resina Diaion HP-20 con respecto a la Amberlita.  
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Figura 7.6 Cromatogramas analíticos del extracto libre de azúcares (a) y el extracto 

parcialmente purificado por HPLC semi-preparativo (b). 

 

Amberlita XAD-16 y Diaion HP-20 son resinas no iónicas macroporosas formadas 

por un copolímero de estireno-divinil benceno. Las principales diferencias entre ambas 

resinas son el tamaño de poro (100 y 260 Å para Ambertita XAD-16 y Diaion HP-20, 

respectivamente) y el área superficial específica (800 y 500 m2/g para Ambertita XAD-16 y 

Diaion HP-20, respectivamente). El principio de adsorción de ambas resinas es similar, pero 

se ha observado una mayor capacidad de adsorción para Diaion HP-20 con respecto a 

Amberlita XAD-16 (Shimizu y Li, 2005). 

Con la metodología desarrollada se obtuvo un extracto enriquecido en ACL con una 

pureza del 61.7% de ACL. Esta pureza es mayor a la del ACL que se vende como suplemento 

alimenticio o como materia prima a granel, el cual tiene una pureza del 20 al 50% 

(www.alibaba.com). El extracto obtenido se puede utilizar para las aplicaciones comerciales 

de los extractos de café verde, o como sustrato para la síntesis de compuestos de alto valor 

añadido, como el CAPE. Un ejemplo de ésta aplicación se describe en el capítulo 9. 

7.5 Conclusiones 

En este capítulo se diseñó una estrategia para extraer y purificar el ACL de la PC. La 

extracción acuosa después de un tratamiento térmico en autoclave condujo a la extracción 

rápida y eficiente del ACL (72.6% del ACL total), pero el proceso fue difícil de controlar. El 

tratamiento enzimático con pectinasas después del autoclavado de la PC produjo una 

hidrólisis parcial del ACL extraído. Esta metodología es útil para la extracción de AC y AQ, 

http://www.alibaba.com/
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pero no para la obtención de ACL. La EAM permitió una alta recuperación del ACL de la 

PC (71.6% del ACL total) en un corto tiempo de extracción (4 min). El proceso fue sencillo, 

reproducible y se evitó el uso de solventes tóxicos, por lo que se seleccionó esta metodología 

para la extracción preparativa del ACL de la PC.  

La metodología propuesta para la purificación del ACL basada en la adsorción en 

Amberlita y HPLC preparativo permitió la obtención un extracto rico en ACL con una pureza 

del 61.7%, mediante un proceso rápido y sencillo.  
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8. Producción de extractos enzimáticos con actividad clorogenato hidrolasa 

8.1 Resumen 

La clorogenato hidrolasa (E.C. 3.1.1.42) es una enzima que cataliza la hidrólisis del 

ACL produciendo cantidades equimolares de AC y AQ. Esta enzima se ha utilizado 

principalmente para la producción de AC a partir de subproductos agroindustriales ricos en 

ACL, como la PC. Pero también puede utilizarse para catalizar la síntesis de ésteres del AC, 

como el CAPE. Sin embargo, la falta de clorogenato hidrolasas comerciales dificulta el 

desarrollo de estas aplicaciones. En este capítulo se describe la producción de extractos 

enzimáticos con actividad clorogenato hidrolasa producida por hongos en FMS. 

Se desarrolló una nueva técnica en placas de agar para la selección de 

microorganismos productores de enzimas con actividad clorogenato hidrolasa basada en la 

oxidación del ACL residual con una solución acuosa de hidróxido de amonio. Las 10 cepas 

fúngicas evaluadas (9 del género Aspergillus y 1 del género Rhizomucor) fueron capaces de 

crecer en un medio de cultivo con ACL como única fuente de carbono, pero sólo las cepas 

del género Aspergillus produjeron halos de aclaramiento debido a la hidrólisis de ACL. Estas 

cepas fueron utilizadas para la producción de enzimas con actividad clorogenato hidrolasa 

en FMS. 

La FMS se llevó a cabo en viales de 4 mL y en reactores tubulares de lecho empacado. 

Se usó agrolita como soporte inerte, la cual se impregnó con un medio de cultivo con extracto 

de café verde como inductor. Se observaron dos patrones de producción de actividad 

clorogenato hidrolasa. Las cepas de A. awamori, A. tamarii y A. oryzae alcanzaron la máxima 

actividad clorogenato hidrolasa dentro de las primeras 24 h, pero la actividad decayó 

rápidamente. Las cepas de A. japonicus y A. niger alcanzaron la máxima actividad 

clorogenato hidrolasa a partir de las 24 h la cual permanece estable hasta el final del cultivo 

(72 h). Se encontraron diferencias significativas en los perfiles de producción, actividad 

máxima y productividad de la actividad clorogenato hidrolasa. Sin embargo, estas diferencias 

no fueron determinantes para seleccionar un microorganismo. Por ello, los extractos 

producidos por las 9 cepas del género Aspergillus se probaron como catalizadores para la 

síntesis de CAPE en el capítulo 9. 
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8.2 Introducción 

La clorogenato hidrolasa es una enzima (EC 3.1.1.42) que hidroliza el ACL y otros 

ácidos cafeoil quínicos a AC y AQ. A diferencia de las FAEs, la clorogenato hidrolasa no 

actúa sobre ésteres de AF, AS y ApC (Mateos et al., 2009).  

Las principales aplicaciones de la clorogenato hidrolasa se basan en su actividad 

hidrolítica. Por ejemplo, para evitar el oscurecimiento de frutas y vegetales, para reducir la 

amargura de jugos de frutas o para la extracción de AC a partir de residuos agroindustriales 

con alto contenido de ACL, como la PC y el bagazo de manzana (Benoit et al., 2007; Mateos 

et al., 2009). Por otra parte, la clorogenato hidrolasa puede ser usada para la síntesis de ésteres 

bioactivos del AC, como el CAPE (Kishimoto et al., 2005). 

Se ha reportado la producción de clorogenato hidrolasa por hongos del género 

Aspergillus, como A. niger, A. japonicus, A. ochraceus y A. sojae (Schöbel y Pollmann, 1980; 

Okamura y Watanabe, 1982; Asther et al., 2005; Adachi et al., 2008; Ramírez et al., 2008); 

y bacterias como Acinetobacter sp., Bifidobacterium animalis, Escherichia coli y 

Lactobacillus gasseri (Couteau et al., 2001; Smith et al., 2003).  

La clorogenato hidrolasa de A japonicus fue comercializada por la empresa japonesa 

Kikkoman Co. hasta hace algunos años. Sin embargo, este producto está fuera del mercado 

y actualmente no se conocen fuentes comerciales de clorogenato hidrolasa. 

Las aplicaciones de la clorogenato hidrolasa en reacciones de hidrólisis y síntesis son 

atractivas. Sin embargo, la falta de fuentes comerciales de clorogenato hidrolasa dificulta el 

desarrollo de estas aplicaciones. Por ello, en este capítulo estudiamos la producción de 

enzimas con actividad clorogenato hidrolasa por hongos filamentosos en un sistema de FMS. 

8.3 Materiales y métodos 

8.3.1 Búsqueda de microorganismos productores de enzimas con actividad clorogenato 

hidrolasa 

Se realizó una búsqueda de microorganismos productores de enzimas con actividad 

clorogenato hidrolasa. Se utilizaron 10 cepas fúngicas (9 del género Aspergillus y 1 del 

género Rhizomucor). Estas cepas fueron obtenidas de la colección de microorganismos del 



8. Producción de extractos enzimáticos con actividad clorogenato hidrolasa 

 

Extracción, purificación y transformación enzimática del ACL de la PC             68 

Departamento de Investigación en Alimentos de la Universidad Autónoma de Coahuila, de 

la Planta Piloto 4 de la Universidad Autónoma Metropolitana, de la Agricultural Research 

Service Culture Collection (NRRL, U.S.A.) y de la Colección Española de Cultivos Tipo, 

CECT, España (Tabla 8.1). Estas cepas se seleccionaron debido a su capacidad para crecer 

en medios con alto contenido de compuestos fenólicos. 

Tabla 8.1 Microorganismos utilizados para la producción de enzimas con actividad 

clorogenato hidrolasa 

Microorganismo Colección Origen 

Aspergillus awamori 3112 NRRL Granos de trigo 

Aspergillus japonicus AN5 DIA-UAdeC Suelo cercano a un eucalipto 

Aspergillus niger CH4 PP4-UAM Pulpa de henequen 

Aspergillus niger GH1 DIA-UAdeC Hojas de gobernadora 

Aspergillus niger HT4 DIA-UAdeC Tronco de eucalipto 

Aspergillus niger PSH DIA-UAdeC Hojas de pino silvestre 

Aspergillus oryzae 2094 CECT Tane-Koji 

Aspergillus oryzae 2095 CECT Salsa de soya 

Aspergillus tamarii V12307 PP4-UAM Plantación de café 

Rhizomucor pusillus 23aIV PP4-UAM Copra de coco 

 

Las esporas se activaron en matraces con agar papa-dextrosa y los cultivos se 

incubaron durante 7 días a 30 °C. Posteriormente, se agregaron 20 mL de Tween 80 al 0.1% 

(v/v) estéril y se suspendieron las esporas con ayuda de un agitador magnético. La 

concentración de esporas en la suspensión se contó y se ajustó a 1 x 107 esporas/mL con agua 

destilada. Se tomaron 10 µL de esta suspensión de esporas y se utilizaron para inocular cajas 

con 20 mL de medio agar Asther modificado. El medio utilizado estuvo compuesto por (en 

g/L): Tartrato de diamonio, 1.842; extracto de levadura, 0.5; KH2PO4, 0.2; CaCl2•2H2O, 

0.0132; MgSO4•7H2O, 0.5; ACL, y agar, 15 g/L. Las placas se incubaron durante 5 días a 30 

°C. Se midió el crecimiento radial cada 24 h. La hidrólisis del ACL se reveló con el uso de 

NH4OH. A los 3 días de incubación se retiraron 2 cajas de cada cepa, se agregaron 2.5 mL 

de NH4OH al 28%. Se agitó durante 30 segundos, y después se eliminó el exceso de solución. 
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Se observó una coloración verde en las zonas con presencia de ACL y una coloración amarilla 

en las zonas sin ACL (Figura 8.1).  

 

Figura 8.1 Técnica de crecimiento radial y halos de hidrólisis: a) Crecimiento radial después 

de 3 días de incubación; b) Placa después de la adición de NH4OH al 28%; c) Placa después 

de la incubación con NH4OH al 28% durante 2 h.  

 

Las placas se incubaron a temperatura ambiente en la campana de extracción de 

vapores y después de 2 h se midieron los halos de hidrólisis producidos. Se determinó el 

índice de potencia con la siguiente ecuación: 

C

H

D

D
IP      Ecuación 8.1 

En donde: IP = Índice de potencia, DH = Diámetro del halo aclaramiento debido a 

hidrólisis de ACL y DC = Diámetro de la colonia. 

8.3.2 Producción de enzimas con actividad clorogenato hidrolasa por FMS en viales 

Se estudió la producción de enzimas con actividad clorogenato hidrolasa en un 

sistema de FMS en pequeña escala. El cultivo se llevó a cabo en viales de 4 mL con 0.3 g de 

agrolita (malla 12-16) como soporte sólido y 0.5 mL de medio líquido Asther modificado. El 

medio Asther modificado está compuesto por: Tartrato de diamonio (1.842 g/L), extracto de 

levadura (0.5 g/L), KH2PO4 (0.2 g/L), CaCl2•2H2O (0.0132 g/L), MgSO4•7H2O (0.5 g/L), 

maltosa (2.0 g/L) y extracto de café verde (15.0 g/L). El medio de cultivo se inoculó con 

1x107 esporas/mL de medio y se incubaron durante 5 días a 30 °C. 
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Se tomaron muestras por duplicado cada 24 h. Se mezcló el contenido de cada vial 

con 2 mL de buffer de fosfatos (50 mM pH 6.5), se agitó durante 1 min en vórtex, el 

sobrenadante se decantó y se repitió el procedimiento una vez más. El extracto obtenido (4.0-

4.5 mL) se centrifugó durante 10 min a 10 000 rpm. El sobrenadante se filtró a través de 

membranas de celulosa regenerada de 0.22 µm y el líquido filtrado se analizó en HPLC para 

determinar el contenido de ACL y AC, así como para la determinación de actividad 

clorogenato hidrolasa. 

8.3.3 Producción de enzimas con actividad clorogenato hidrolasa por FMS en columnas 

La producción de clorogenato hidrolasa se llevó a cabo en reactores empacados con 

aireación forzada (columnas de vidrio de 2.3 cm de diámetro interno). Se preparó medio 

Asther sin inductor a una concentración 2X y se esterilizó en autoclave (15 min, 15 lb). El 

medio se suplementó con 30 g/L de extracto de café verde (concentración final = 15 g/L) y 

se filtró a través de membranas de celulosa estériles con un tamaño de poro de 0.45 µm. El 

medio se inoculó con una suspensión de esporas para tener una concentración final de 1 x 

107 esporas/mL. Se agregó el agua destilada estéril necesaria para diluir el medio a una 

concentración 1X. En un vaso de precipitados se colocaron 60 g de agrolita estéril y se 

mezclaron con 100 mL de medio Asther previamente inoculado. El material se homogenizó 

y se empacó en columnas de vidrio de 2.3 cm de diámetro. Las columnas se incubaron durante 

40 h a 30 °C con una aireación forzada de 10 mL/min. 

Durante la incubación, se registró la producción de CO2 y el consumo de O2 mediante 

un respirómetro construido y patentado en nuestro laboratorio (Torres-Mancera, 2013) . Se 

retiraron 2 columnas de cada cepa a las 14, 24 y 40 h de incubación. El material fermentado 

se retiró de las columnas, se homogenizó y se tomaron muestras de 1 g de materia húmeda 

por columna. Se mezcló el contenido de cada muestra con 2.5 mL de buffer de fosfatos (50 

mM pH 6.5), se agitó durante 1 min en vórtex, el sobrenadante se decantó y se repitió el 

procedimiento una vez más. El extracto obtenido (4.5-5.0 mL) se centrifugó durante 10 min 

a 10 000 rpm. El sobrenadante se filtró a través de membranas de celulosa regenerada de 0.22 

µm y el líquido filtrado se analizó en HPLC para determinar el contenido de ACL y AC, así 

como para la determinación de actividad clorogenato hidrolasa. 

8.3.5 Métodos analíticos 
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Análisis de AC y ACL 

La cuantificación de los AC y ACL se hizo mediante un método cromatográfico. La 

separación se llevó a cabo en un equipo de HPLC Shimadzu Prominence descrito 

anteriormente (sección 6.3.4). La separación se llevó a cabo en una columna Restek Ultra 

C18 (150 x 3.2 mm). Se utilizó un método isocrático, con una fase móvil compuesta por 

metanol (25 %), ácido acético (0.9 %) y agua (74.1 %) a un flujo de 0.5 mL/min. La detección 

se hizo a 320 nm. Se construyeron curvas patrón de cada uno de los estándares (AC y ACL) 

en concentraciones de 0.002 a 0.5 mg/mL.  

Análisis de maltosa, glucosa y AQ 

La cuantificación de maltosa, glucosa y AQ se realizó mediante HPLC. La separación 

se llevó a cabo en un equipo de HPLC Shimadzu Prominence descrito anteriormente (sección 

6.3.4). La separación se llevó a cabo en una columna Aminex HPX-87H (300 x 7.8 mm). Se 

utilizó un método isocrático con H2SO4 5 mM como fase móvil a un flujo de 0.6 mL/min a 

65 °C. El AQ se detectó por absorbancia a 210 nm usando un detector de arreglo de diodos 

a 30 °C. La maltosa y la glucosa se midieron con un detector de índice de refracción 

(Shimadzu RID-20A).  

Determinación de la actividad clorogenato hidrolasa 

La actividad clorogenato hidrolasa se cuantificó utilizando ACL como sustrato. Se 

colocaron 900 µL de ACL 5 mM en buffer de fosfatos (50 mM pH 6.5). Se agregaron 100 

µL de extracto enzimático y se incubó durante 30 min a 37 °C. La reacción se detuvo 

agregando 1 mL de metanol. La mezcla de reacción se filtró a través de membranas de 

celulosa regenerada de 0.2 µm de poro y se inyectó a un equipo de HPLC para cuantificar la 

liberación de AC durante la reacción enzimática. Se prepararon tubos control en los que el 

extracto enzimático se agregó después de detener la reacción.  

 

Humedad y pH 

La humedad se midió en un analizador de humedad Ohaus MB45. Se midió la pérdida 

de peso a 110 °C hasta alcanzar una pérdida de peso menor a 1 mg en 90 segundos. El pH se 
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determinó de acuerdo a la Norma Mexicana NMX-AA-025-1984 con algunas 

modificaciones. Se pesó 1 g de muestra húmeda en un vaso de precipitados de 50 mL se 

agregaron 9 mL de agua destilada y se agitó durante 10 min con un agitador magnético. Se 

dejó reposar durante 30 min y se midió el pH del sobrenadante con un potenciómetro 

previamente calibrado. 

8.3.6 Estimación de parámetros cinéticos 

El crecimiento se estimó indirectamente mediante respirometría, como fue descrito 

por Torres-Mancera (2013). La producción de CO2 se modeló utilizando la ecuación 

logística. El consumo de O2 se describió con el modelo de Pirt (1975) y la formación de 

producto (actividad clorogenato hidrolasa) se describió con el modelo de Luedeking y Piret 

(1959) siguiendo un procedimiento similar al utilizado por Soto-Cruz et al. (2002) pero 

utilizando los datos de CO2 en lugar de los de biomasa. Para el modelamiento del proceso 

(CO2, O2 y actividad clorogenato hidrolasa) se hicieron las siguientes consideraciones: 

 La tasa de producción de CO2 (dCO2/dt) es proporcional a la tasa de crecimiento en el 

periodo evaluado (40 h).  

 La producción máxima de CO2 (CO2 max) es proporcional a la máxima concentración de 

biomasa (Xmax). 

 Los rendimientos de CO2/biomasa (YCO2/X) y de CO2/O2 (YCO2/O2) son constantes en el 

periodo observado (40 h). 

 El coeficiente de consumo de sustrato no asociado al crecimiento (γ) corresponde a la 

fracción de O2 por unidad de CO2 y por h consumido que se destina a funciones 

diferentes a las del crecimiento y es constante en el periodo observado (40 h). 

 Si este modelo simple sirve para simular los datos experimentales, es posible que las 

consideraciones anteriores sean correctas. 

 

La producción de CO2 se describió por el modelo logístico: 
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En donde dCO2/dt es la tasa de producción de CO2, µCO2 es la tasa específica de 

producción de CO2, CO2 es la producción acumulada de CO2 y CO2max es la máxima 

producción de CO2. Los datos de producción de CO2 se integraron aplicando la regla del 

trapecio para obtener la cantidad de CO2 total producido por g de ms. Los resultados 

integrados se ajustaron a la ecuación integrada del modelo logístico (Ecuación 8.3) por 

minimización de la sumatoria de los errores al cuadrado. Se utilizó el algoritmo de Gradiente 

Reducido Generalizado (GRG) con la función Solver de Excel 2013 (Microsoft, Redmond, 

WA). 

El consumo de O2 estimó usando el modelo de Pirt (1975): 
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En donde dO2/dt es la tasa de consumo de O2, YCO2/O2 es el rendimiento respiratorio 

asociado al crecimiento, mO2 es el coeficiente de consumo de O2 no asociado al crecimiento, 

O2 0 es el O2 cuando t = 0 y CO2 0 es el CO2 cuando t = 0. Los parámetros YCO2/O2 y γ se 

calcularon por regresión lineal usando la ecuación 8.5. 

La formación de producto (actividad clorogenato hidrolasa) se estimó con el modelo 

de Luedeking y Piret (1959): 

2
2  CO
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     Ecuación 8.6 

  


















2max2

0 2max2max2
0 220

2
COCO

COCO
Ln

CO
COCOPP

CO
  Ecuación 8.7 

En donde dP/dt es la tasa de formación de producto (actividad clorogenato hidrolasa), 

α es el coeficiente asociado al crecimiento, β es el coeficiente no asociado al crecimiento y 
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P0 es la actividad clorogenato hidrolasa cuando t = 0. Los coeficientes α y β se calcularon 

por regresión lineal usando la ecuación 8.7. Los parámetros cuyo intervalo de confianza 

(95%) incluyó el cero, se descartaron del modelo sin afectar el ajuste.  

8.4 Resultados y discusión 

8.4.1 Selección de microorganismos productores de enzimas con actividad clorogenato 

hidrolasa 

Se evaluó el potencial de 10 cepas fúngicas (9 del género Aspergillus, y 1 del género 

Rhizomucor) para crecer en un medio de cultivo con ACL como fuente de carbono. La Figura 

8.2 muestra la cinética de crecimiento radial de las diferentes cepas empleadas. Todas las 

cepas evaluadas fueron capaces de crecer en el medio de cultivo utilizado. Se observó un 

crecimiento lineal durante los 5 días del experimento. Por lo que la tasa de crecimiento radial 

se calculó por regresión lineal. El crecimiento superficial alcanzó un radio de 24 a 40 mm en 

5 días para todas las cepas. 

 

 

Figura 8.2 Crecimiento radial de 10 cepas fúngicas en medio agar Asther modificado, con 

ACL como única fuente de carbono. 
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En la Tabla 8.2 se muestra la tasa de crecimiento radial y el índice de potencia 

calculados para las 10 cepas. Se encontraron diferencias significativas entre las tasas de 

crecimiento de las diferentes cepas. La mayor tasa de crecimiento (0.282 ± 0.028 mm/h) se 

observó para la cepa de R. pusillus. La menor tasa de crecimiento radial (0.216 ± 0.008 mm/h) 

se observó para la cepa 2095 de A. oryzae. 

 

Tabla 8.2 Crecimiento radial e índice de potencia de 10 cepas fúngicas en agar con ACL 

como única fuente de carbono 

Microorganismo 
Tasa de crecimiento radial 

(mm/h) 
Índice de potencia 

Aspergillus awamori 3112 0.243 ± 0.005 c 1.26 ± 0.02 

Aspergillus japonicus AN5 0.242 ± 0.019 cd 1.36 ± 0.05 

Aspergillus niger CH4 0.255 ± 0.008 bc 1.29 ± 0.03 

Aspergillus niger GH1 0.276 ± 0.002 b 1.31 ± 0.11 

Aspergillus niger HT4 0.267 ± 0.003 bc 1.28 ± 0.08 

Aspergillus niger PSH 0.277 ± 0.002 b 1.23 ± 0.00 

Aspergillus oryzae 2094 0.246 ± 0.006 c 1.23 ± 0.00 

Aspergillus oryzae 2095 0.216 ± 0.008 d 1.27 ± 0.00 

Aspergillus tamarii V12307 0.240 ± 0.008 cd 1.20 ± 0.00 

Rhizomucor pusillus 23aIV 0.282 ± 0.028 a N.D. 

*ND = No detectado; Letras iguales en la misma columna indica que no existen diferencias 

significativas (prueba de Tukey, α=0.05). * No hay diferencias significativas de acuerdo al 

ANOVA en rangos (Kruskal-Wallis α=0.05). 

 

Las tasas de crecimiento radial obtenidas (0.216-0.282 mm/h) son menores a las 

reportadas por otros autores usando otras fuentes de carbono, como glucosa (Larralde-Corona 

et al., 1993) o pectina (Loera y Viniegra-González, 1998), probablemente debido a limitación 

de nutrientes. Larralde-Corona y colaboradores (1993) estudiaron el efecto de la 

concentración de glucosa y de relación C/N sobre el crecimiento radial de A. niger. La tasa 

de crecimiento radial se incrementó de 0.355 a 0.570 mm/h cuando se incrementó la 

concentración de glucosa inicial de 10 a 100 g/L (relación C/N = 12), mientras que para una 

concentración de 1 g/L de glucosa, la tasa de crecimiento radial fue de 0.298 a 0.332 

independientemente de la relación C/N (Relación C/N = 0.12-120). En el presente trabajo, la 

única fuente de carbono (ACL) se utilizó a una baja concentración (1 g/L). 
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En cuanto la hidrólisis del ACL, 9 de las 10 cepas evaluadas (todas, excepto 

Rhizomucor pusillus) produjeron halos en las condiciones evaluadas. El mayor índice de 

potencia (1.36) se observó para A. japonicus AN5. Sin embargo, el análisis de varianza indicó 

que no existe diferencia significativa entre los índices de potencia producidos por los 9 

microorganismos.  

El crecimiento radial sobre medios de cultivo selectivo y la formación de halos de 

hidrólisis se ha utilizado para identificar microorganismos productores de feruloil esterasa 

(Pérez-Morales et al., 2011), tanasa (Bradoo et al., 1996), elagitanasa (de la Cruz et al., 

2015), entre otras enzimas. Sin embargo, no se ha reportado el uso de esta técnica para 

identificar microorganismos productores de clorogenato hidrolasas. 

El crecimiento radial en agar con ACL como única fuente de carbono y la formación 

de halos de hidrólisis permitió identificar microorganismos con potencial para la producción 

de enzimas con actividad clorogenato hidrolasa, pero no fue posible seleccionar una cepa con 

estos criterios. Las 9 cepas del género Aspergillus produjeron halos de hidrólisis de ACL, 

por lo que se utilizaron para la producción de enzimas con actividad clorogenato hidrolasa 

un sistema de FMS en pequeña escala. La cepa de Rhizomucor pusillus no produjo halos de 

hidrólisis, pero se utilizó como control negativo en los siguientes experimentos. 

8.4.2 Producción de enzimas con actividad clorogenato hidrolasa por FMS en viales 

Se evaluó la capacidad de 10 cepas fúngicas para consumir ACL y producir enzimas 

con actividad clorogenato hidrolasa en un sistema de FMS usando viales de 4 mL como 

bioreactores. La FMS se llevó a cabo utilizando agrolita como soporte inerte y un medio de 

cultivo con extracto de café verde como fuente de carbono y de inductores. 

La Figura 8.3 muestra los perfiles de consumo de ACL de las diferentes cepas en 

FMS. Las cepas del género Aspergillus consumieron totalmente el ACL en menos de 24 h, 

mientras que la cepa de Rhizomucor pusillus sólo consumió el 14 % del ACL inicial al final 

del cultivo (72 h).  
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Figura 8.3 Consumo de ACL durante la FMS en viales 

 

Durante la FMS con hongos del género Aspergillus se observó la acumulación de AC 

durante las primeras horas de incubación (Figura 8.4). Estos resultados sugieren que, durante 

la FMS con hongos del género Aspergillus, el ACL es hidrolizado antes de ser absorbido y 

consumido. La acumulación de AC libre en el medio de cultivo es un indicativo de la 

presencia de enzimas extracelulares con actividad clorogenato hidrolasa. Se observó un 

grupo de microorganismos en donde la hidrólisis total del ACL se llevó a cabo en menos de 

12 h (A. japonicus AN5, A. niger CH4 A. oryzae 2095 y A. tamarii V12307), otro grupo de 

cepas consumen completamente el ACL en 12 h (A. niger GH1, HT4 y PSH) y finalmente el 

grupo de microorganismos que no hidrolizan por completo el ACL incluso a las 16 h de 

incubación (A. awamori, A oryzae 2094 y R. pusillus). 

Se observó la acumulación de AC durante la FMS con las diferentes cepas del género 

Aspergillus. La mayor acumulación de AC (10.72-22.3 µmol/g SS) se observó entre las 8 y 

las 20 h de incubación. Después de alcanzar la máxima concentración, el AC es rápidamente 

consumido. La máxima concentración de AC alcanzada es mayor a la cantidad de ACL 

consumido, por lo que se alcanzaron rendimientos superiores al 100% (Tabla 8.3). Esto se 

debe posiblemente a la presencia de otros ácidos cafeoil-quínicos en el extracto de café. Se 
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ha reportado que el ACL representa alrededor del 56-62% de los ésteres de AHCs en el café 

verde (Farah y Donangelo, 2006). 

 

Figura 8.4 Acumulación de AC durante la FMS en viales 

 

Tabla 8.3 Hidrólisis del ACL durante la FMS en viales 

Microorganismo 
ACL consumido 
(µmoles/g SS)* 

Concentración 

máxima de AC 

producido  
(µmoles/g SS) 

Rendimiento 
(%) 

A. awamori 3112 7.05 ± 0.31 10.72 ± 0.21 152.0 ± 3.7 

A. japonicus AN5 9.76 ± 0.60 18.35 ± 1.50 188.0 ± 3.9 

A. niger CH4 9.21 ± 1.27 22.31 ± 1.19 243.7 ± 20.7 

A. niger GH1 10.30 ± 0.37 15.14 ± 0.18 147.0 ± 3.5 

A. niger HT4 8.92 ± 0.79 16.00 ± 0.00 168.8 ± 0.0 

A. niger PSH 9.48 ± 1.24 10.73 ± 0.05 114.2 ± 14.5 

A. oryzae 2094 8.31 ± 0.50 13.93 ± 0.40 167.9 ± 5.4 

A. oryzae 2095 10.39 ± 0.26 16.90 ± 0.30 162.6 ± 6.9 

A. tamarii V12307 8.93 ± 0.35 22.20 ± 0.18 248.8 ± 7.6 

R. pusillus 23aIV 0.35 ± 0.30 0.69 ± 0.46 223.0 ± 62.5 

*ACL consumido en el momento de mayor acumulación de AC. 

 

En la Figura 8.5 se muestran los perfiles de actividad clorogenato hidrolasa producida 

por las diferentes cepas durante la FMS en viales. Se observó al menos dos tipos de 

comportamiento. Existe un grupo de microorganismos (A. awamori 3112, A. japonicus AN5, 

y A. oryzae 2094 y las 4 cepas de A. niger) que alcanza la mayor actividad después de las 24 
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h y cuya actividad permanece estable de las 24 a las 72 h. Otro grupo (A. oryzae 2095, A. 

tamarii y R. pusillus) alcanza su mayor actividad clorogenato hidrolasa antes de las 24 h, 

pero dicha actividad decae a linealmente hacia el final de la fermentación. Este 

comportamiento puede estar relacionado a un proceso de deterioro de la enzima, ya sea por 

factores físicos (calor) o bioquímicos (actividad proteolítica). Sin embargo, es necesario 

realizar más estudios para conocer el origen de dicho deterioro.  

 
Figura 8.5 Actividad clorogenato hidrolasa durante la FMS en viales. 

 

La mayor actividad clorogenato hidrolasa (1.14 U/g ss) en este sistema se obtuvo a 

las 48 h por A. niger CH4. Este valor es comparable con el obtenido por FMS de A. japonicus 

creciendo sobre salvado de trigo (≈1.05 U/g msi) (Okamura y Watanabe, 1982) y superiores 

a los producidos por A. ochraceus en FMS usando PC y bagazo de caña como soporte 

(0.133U/g msi) (Ramírez et al., 2008). 

8.4.3 Producción de enzimas con actividad clorogenato hidrolasa por FMS en columnas 

El experimento en tubos viales de laboratorio permitió obtener información detallada 

sobre la hidrólisis del ACL, la acumulación de AC y la producción de clorogenato hidrolasa 

por las 10 cepas fúngicas en un sistema de FMS. Sin embargo, esta información no fue 

concluyente para seleccionar la mejor cepa para producir clorogenato hidrolasa. Por ello, se 
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estudió la producción de enzimas con actividad clorogenato hidrolasa por las 9 cepas del 

género Aspergillus en un sistema de FMS en reactores de lecho empacado. 

La FMS se monitoreó durante 40 h. Se tomaron muestras en diferentes tiempos de 

incubación para medir el consumo del sustrato y la actividad clorogenato hidrolasa. El 

crecimiento se estimó de manera indirecta usando datos de respirometría. Los parámetros de 

crecimiento se estimaron utilizando el modelo logístico. La Figura 8.6 muestra los perfiles 

de las tasas de producción de CO2 de las 9 cepas durante la FMS en columnas. Se observan 

perfiles similares de CO2 para la mayoría de las cepas (A. japonicus AN5, A. tamarii V12307, 

A. oryzae 2095 y las 4 cepas de A. niger). Estas cepas alcanzan la máxima tasa de producción 

de CO2 (de 1.73 a 2.58 mg de CO2 /h∙g ms) en un periodo de incubación de 11.2 a 12.7 h. Por 

otra parte, A. awamori y A. oryzae 2094 alcanzan su máxima tasa de producción de CO2 (de 

1.41 a 2.09 mg de CO2 /h∙g ms) a un tiempo de incubación más prolongado (17.2-19.9 h).  

 

Figura 8.6 Tasa de producción de CO2 de las 9 cepas del género Aspergillus durante la FMS 

en columnas. 

 

En la Figura 8.7 se muestra la producción acumulada de CO2. Los datos 

experimentales se señalan con los diferentes símbolos y las líneas continuas representan el 

ajuste del modelo logístico. La menor producción de CO2 (experimental) se observó para A. 
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awamori 3112 (11.20 ± 0.23 mg/g ms), mientras que la mayor producción acumulada de CO2 

fue de 14.62 ± 0.36 mg/g ms para A. japonicus AN5.  

 

Figura 8.7 Producción de CO2 durante la FMS en columnas 

 

La Tabla 8.4 muestra los parámetros calculados con dicho modelo. Estos datos se 

ajustaron adecuadamente al modelo, con valores de R2 superiores a 0.97. Los valores de CO2 

max estimados por el modelo fueron cercanos a los observados experimentalmente (de 11.01 

a 14.18 mg de CO2/g ms). La constante específica de producción de CO2 (µCO2) más baja fue 

la de A. japonicus AN5 (0.38 ± 0.01 h-1) y la más alta fue de A. oryzae 2094 (0.64 h-1) el resto 

de las cepas tuvieron un valor de µCO2 de 0.43 a 0.56 h-1. 

 

Tabla 8.4 Parámetros cinéticos calculados con el modelo logístico      

Microorganismo μ CO2* 

h-1 

CO2 max* 

mg/g ms 

R2 

A. awamori 3112 0.43 ± 0.00 11.01 ± 0.28 0.9978 

A. japonicus AN5 0.38 ± 0.01 14.18 ± 0.30 0.9899 

A. niger CH4 0.48 ± 0.04 13.52 ± 0.30 0.9931 

A. niger GH1 0.45 ± 0.03 13.44 ± 0.19 0.9846 

A. niger HT4 0.56 ± 0.03 12.77 ± 0.20 0.9899 

A. niger PSH 0.53 ± 0.05 11.62 ± 0.15 0.9866 

A. oryzae 2094 0.64 ± 0.07 11.41 ± 1.54 0.9750 

A. oryzae 2095 0.55 ± 0.01 13.33 ± 0.61 0.9928 

A. tamarii V12307 0.51 ± 0.05 11.19 ± 0.83 0.9858 

* No hay diferencias significativas de acuerdo al ANOVA en rangos (Kruskal-Wallis α=0.05) 
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La Figura 8.8 muestra los perfiles de la tasa de consumo de O2 para las 9 cepas durante 

la FMS en columnas. Se observan perfiles similares a los de producción de CO2. Las cepas 

de A. japonicus, A. tamarii, A. niger y la cepa 2095 de A. oryzae alcanzaron la máxima tasa 

de consumo de O2 a las 11.2-13.5 h (de 1.33 a 1.79 mg de O2/h∙g ms). La cepa 3112 de A. 

awamori y 2094 de A. oryzae alcanzaron su máxima tasa de consumo de O2 (1.06 y 1.45 mg 

de O2/h∙g ms) a las 18.6 y 17.1 h, respectivamente. Los datos de producción de O2 se 

integraron aplicando la regla del trapecio para obtener la cantidad de O2 total consumido por 

g de ms. Los resultados integrados se ajustaron al modelo de Pirt mediante regresión lineal.  

 

Figura 8.8 Tasa de consumo de O2 de las 9 cepas del género Aspergillus durante la FMS en 

columnas. 

 

En la Figura 8.9 se muestra el consumo acumulado de O2. Los datos experimentales 

se señalan con los diferentes símbolos y las líneas continuas representan el ajuste al modelo 

de Pirt. El menor consumo acumulado de O2 (experimental) se observó para A. awamori 3112 

(12.84 ± 0.03 mg/g ms), mientras que el mayor consumo de O2 fue de 16.01 ± 0.30 mg/g ms 

para A. niger HT4.  
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Figura 8.9 Consumo acumulado de O2 durante la FMS en columnas. 

 

La Tabla 8.5 muestra los parámetros calculados con el modelo de Pirt. Los datos se 

ajustaron adecuadamente al modelo, con valores de R2 superiores a 0.99. Los valores de O2 

acumulado estimados por el modelo fueron cercanos a los observados experimentalmente (de 

12.03 a 15.45 mg de O2/g ms). No se encontraron diferencias estadísticamente significativas 

entre el rendimiento respiratorio asociado al crecimiento (YCO2/O2) ni entre el coeficiente de 

consumo de O2 no asociado al crecimiento (mO2) obtenidos para los diferentes 

microorganismos estudiados. El rendimiento YCO2/O2 estimado por el modelo fue menor a uno 

en todos los casos (0.863-0.970 mmol CO2/mmol O2). El coeficiente γ fue significativo en 

todos los casos y tuvo un valor de 0.013 a 0.025 mmol O2/mmol CO2∙h. Estos valores indican 

que el consumo de O2 es mayor que la producción de CO2.  

Tabla 8.5 Parámetros de consumo de O2 estimados por el modelo de Pirt      

Microorganismo 
YCO2/O2* 

(mmol CO2/mmol O2) 

mO2* 

(mmol O2/mmol CO2∙h) 
R2 

A. awamori 3112 0.863 ± 0.010 0.017 ± 0.001 0.9959 

A. japonicus AN5 0.911 ± 0.009 0.013 ± 0.001 0.9981 

A. niger CH4 0.928 ± 0.021 0.019 ± 0.003 0.9985 

A. niger GH1 0.968 ± 0.000 0.015 ± 0.004 0.9970 

A. niger HT4 0.970 ± 0.049 0.022 ± 0.000 0.9987 

A. niger PSH 0.956 ± 0.014 0.025 ± 0.004 0.9948 

A. oryzae 2094 0.897 ± 0.043 0.025 ± 0.011 0.9979 

A. oryzae 2095 0.940 ± 0.001 0.019 ± 0.001 0.9976 

A. tamarii V12307 0.888 ± 0.035 0.022 ± 0.004 0.9983 
* No hay diferencias significativas de acuerdo al ANOVA en rangos (Kruskal-Wallis α=0.05) 
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La Figura 8.10 muestra el coeficiente respiratorio (CR) obtenido para las diferentes 

cepas del género Aspergillus en FMS. Los valores de CR fueron menores a uno en todos los 

casos. El CR se incrementó continuamente desde el inicio de la fermentación hasta alcanzar 

su valor máximo (0.82-0.91 mmol CO2/mmol O2) y después disminuyó hasta alcanzar un 

valor de 0.53-0.76 mmol CO2/mmol O2 al final de la fermentación. Estos valores indican un 

consumo de O2 mayor a la producción de CO2 (1.3-1.9 veces mayor, en base molar). 

 

Figura 8.10 Evolución del coeficiente respiratorio (CR) durante la FMS en columnas. 

 

De acuerdo con los parámetros calculados con el modelo de Pirt, al final de la 

fermentación (40 h) del 60 al 77% del O2 consumido está asociado al crecimiento, mientras 

que del 23 al 40% del O2 consumido está destinado a funciones no asociadas al crecimiento 

fúngico. El valor del CR depende de la estequiometría de la fermentación. En el caso de 

respiración aerobia usando azúcares y carbohidratos como sustratos, el CR generalmente es 

cercano a uno (Rodriguez-Leon et al., 2008). En el presente trabajo se utilizó un sustrato 

complejo compuesto de azúcares, ácidos fenólicos y otros compuestos no identificados 

presentes en el extracto de café verde, por lo que no es posible establecer la estequiometría 

de la fermentación. Valores de CR menores a 1 pueden estar relacionados a la limitación de 

sustrato (Righelato et al., 1968) a la producción de metabolitos secundarios (Rodriguez-Leon 

et al., 2008) y a la oxidación de cadena de ácido grasos. 
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En el anexo 2 se muestran los cambios en la humedad y pH durante la FMS en 

columnas. La humedad inicial fue de 58-61%. En todos los casos se observó un descenso en 

la humedad durante la incubación, pero la humedad final fue siempre igual o mayor al 54% 

(Figura A2.1). Este descenso en la humedad no afectó el crecimiento, ya que la humedad 

siempre fue superior al punto crítico de humedad (PCH) de la agrolita el cual es del 29% 

(Mendoza-Ortiz, 2006). El PCH representa la cantidad de agua ligada al soporte, la cual no 

puede ser utilizada por los microorganismos para sus funciones metabólicas. Cuando la 

humedad es cercana al PCH, el crecimiento microbiano puede ser afectado (Buenrostro-

Figueroa et al., 2014). 

El pH inicial del medio fue de 6.5 ± 0.2. En el caso de la FMS con las cepas de A. 

awamori, A. japonicus y A. niger, se observó un descenso del pH durante las primeras horas 

(de 0.3 a 1.8 unidades), seguido de un aumento hasta el final de la fermentación (pH final = 

6.6-7.25). Para las cepas de A. tamarii y A. oryzae se observó un aumento continuo desde el 

inicio hasta el final de la fermentación (pH final = 8.3-8.4) (Figura A2.3).  

Las variaciones del pH durante la fermentación se deben a la actividad metabólica del 

microorganismo. Las principales causas del descenso del pH son la secreción de ácidos 

orgánicos (ácido cítrico, acético, láctico, etc.) y el consumo de sales de amonio (Raimbault, 

1998). Por otra parte, la alcalinización del medio de cultivo, generalmente está asociado a la 

liberación de amoniaco como producto de la actividad proteolítica y la descomposición de 

los aminoácidos (Gombert et al., 1999; Silva et al., 2005). 

En el anexo 2 también se muestran los perfiles de consumo de ACL, AC, AQ, maltosa 

y glucosa durante la FMS en columnas (Figuras A2.3-A2.7). Se observó un rápido consumo 

del ACL en menos de 18 h para todas las cepas. Sólo se observó acumulación importante de 

AC en el caso de A. awamori 3112, probablemente debido a su crecimiento más lento con 

respecto a las demás cepas. Un comportamiento similar se observó para los perfiles de 

acumulación de AQ.  

Todas las cepas estudiadas consumieron completamente el AQ liberado durante la 

hidrólisis del ACL, excepto la cepa de A. japonicus. En el caso de A. japonics AN5, se 

observó una concentración de 1.277 µ mol de AQ por g de ms al final de la FMS. Esta 

cantidad de AQ corresponde aproximadamente a un rendimiento del 10% con respecto al 
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ACL consumido. Estos resultados sugieren que el ACL y los productos de su hidrólisis son 

fuentes de carbono fácilmente asimilables para las especies de Aspergillus estudiadas.  

Se observó un consumo total de la maltosa para todas las cepas estudiadas. En el caso 

de la glucosa, sólo se observó el consumo total de glucosa para las cepas de A. niger y A. 

awamori. La glucosa residual al final de la FMS con las cepas de A. japonicus, A. oryzae y 

A. tamarii fue de 0.9 a 3.2 µ mol/g ms. Esto corresponde a un rendimiento molar del 5 al 

20% respecto a la maltosa consumida (Figuras A2.6 y A2.7). 

Los perfiles de producción de clorogenato hidrolasa en la FMS en columnas 

mostraron dos tipos de comportamiento (Figura 8.11). Existe un grupo de cepas (A. awamori, 

A. tamarii y A. oryzae) que alcanzan su mayor actividad durante las 24 h primeras horas de 

incubación, pero después presentan un descenso rápido de esta actividad. El resto de las cepas 

alcanzaron su máxima actividad entre las 14 y las 40 h, y esta actividad se mantuvo estable 

hasta el final de la fermentación. El descenso de la actividad enzimática para las cepas de A. 

awamori, A. oryzae y A. tamarii puede estar relacionado a la producción de proteasas. Esta 

hipótesis es apoyada por la alcalinización del medio de cultivo observada para estas cepas. 

Sin embargo, en este trabajo no se determinó la actividad proteasa. 

 

Figura 8.11 Producción de actividad clorogenato hidrolasa durante la FMS en columnas (los 

marcadores representan los valores experimentales, las líneas representan la producción 

calculada con el modelo de Luedeking y Piret). 
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La mayor actividad clorogenato hidrolasa (0.786 ± 0.006 U/g ms) se obtuvo con A. 

oryzae 2094 a las 24 h. Sin embargo, esta actividad decayó a la mitad (0.403 ± 0.045 U/g 

ms), aproximadamente, a las 40 h. Al final de la FMS, la mayor actividad (0.632 ± 0.003 U/g 

ms) se obtuvo con la cepa GH1 de A. niger. Con esta cepa se obtuvo una actividad de 0.449 

± 0.013 U/g ms a las 24 h, y la actividad enzimática se incrementó continuamente hasta las 

40 h.  

Los datos de actividad enzimática se ajustaron al modelo de Luedeking y Piret 

acoplado al modelo logístico de crecimiento estimado a través de la producción de CO2. 

(Soto-Cruz et al., 2002) En la Tabla 8.6 se muestran los valores estimados para el parámetro 

asociado al crecimiento (α) y el parámetro no asociado al crecimiento (β). Se observó un 

buen ajuste de los datos al modelo, con valores de R2 superiores a 0.93 en todos los casos. 

De acuerdo con un intervalo de confianza del 95%, el parámetro α fue significativo para 

todos los casos, por lo que la producción de la actividad clorogenato hidrolasa está asociada 

al crecimiento. 

 

Tabla 8.6 Parámetros calculados para el modelo de Luedeking-Piret 

Microorganismo 
α 

(U/mg CO2) 


(U/mg CO2∙h) 
R2 

A. awamori 3112 0.067 ± 0.016 -0.0012 ± 0.0010 0.9792 

A. japonicus AN5 0.038 ± 0.007 0.0000 ± 0.0000* 0.9613 

A. niger CH4 0.045 ± 0.011 0.0000 ± 0.0000* 0.9343 

A. niger GH1 0.047 ± 0.007 0.0000 ± 0.0000* 0.9755 

A. niger HT4 0.044 ± 0.003 0.0000 ± 0.0000* 0.9950 

A. niger PSH 0.047 ± 0.005 0.0000 ± 0.0000* 0.9885 

A. oryzae 2094 0.083 ± 0.009 -0.0021 ± 0.0006 0.9933 

A. oryzae 2095 0.045 ± 0.011 -0.0008 ± 0.0005 0.9730 

A. tamarii V12307 0.040 ± 0.009 -0.0008 ± 0.0005 0.9748 

*Parámetros no significativos de acuerdo con el intervalo de confianza (95%)  

 

El parámetro α corresponde al rendimiento de producto por CO2 (YP/CO2). En este 

caso se utilizó la respirometría para estimar de manera indirecta el crecimiento, por lo que el 

parámetro α se calculó en términos de U por mg de CO2 producido. El valor más bajo 

calculado para el parámetro α fue de 0.040 U/mg CO2, para A. tamarii V12307 y el más alto 

fue de 0.083 U/mg CO2, para A. oryzae 2094. Esto quiere decir que, si el CO2 producido es 
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directamente proporcional a la cantidad de biomasa, la cepa 2094 de A. oryzae produce más 

el doble de actividad por g de biomasa que la cepa V12307 de A. tamarii.  

El parámetro no asociado al crecimiento (β) calculado para las cepas de A. japonicus 

y A. niger fue despreciable. El intervalo de confianza de estos parámetros incluyó el valor 

cero, por lo que estos parámetros fueron removidos del modelo sin afectar el ajuste (Soto-

Cruz et al., 2002). En el caso de las cepas de A. awamori, A. oryzae y A. tamarii, el parámetro 

β fue significativo, pero menor a cero. Los valores negativos del parámetro β pueden estar 

relacionados con una tasa de decaimiento en la actividad clorogenato hidrolasa, la cual no 

está presente en los cultivos con las cepas de A. niger y A. japonicus (Aguilar et al., 2001). 

 El decaimiento en la actividad enzimática al final del cultivo puede estar relacionado 

con diferentes factores, como la estabilidad de la enzima o la actividad proteolítica. Las 

fermentaciones se llevaron a cabo a 30°C, por lo que la desactivación térmica de la enzima 

es poco probable. La alcalinización del medio de cultivo durante la FMS con las cepas de A. 

oryzae, A. tamarii y, en menor medida para A. awamori, coincide con los valores negativos 

del parámetro β. La alcalinización del medio de cultivo está frecuentemente asociado a la 

actividad proteolítica (Gombert et al., 1999; Silva et al., 2005), por lo que el decaimiento en 

la actividad clorogenato hidrolasa puede estar asociado a la presencia de proteasas. Sin 

embargo, para confirmar esta hipótesis en necesario cuantificar la actividad proteasa durante 

la FMS. 

8.5 Conclusiones 

La estrategia experimental utilizada nos permitió identificar cepas microbianas 

capaces de producir enzimas con actividad clorogenato hidrolasa en un sistema de FMS. Sin 

embargo, los resultados obtenidos no nos permitieron seleccionar una cepa para la 

producción de esta enzima. Las 10 cepas microbianas evaluadas fueron capaces de crecer en 

un medio de cultivo sólido con ACL como fuente de carbono, pero sólo las cepas del género 

Aspergillus fueron capaces de producir halos de hidrólisis de ACL. Los experimentos de 

FMS en micro-escala confirmaron que sólo las cepas del género Aspergillus son capaces de 

producir cantidades considerables de actividad clorogenato hidrolasa. 
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Se observaron diferencias en los perfiles de crecimiento, producción de CO2, 

consumo de ACL, acumulación de productos de la hidrólisis del ACL y producción de 

actividad clorogenato hidrolasa durante la FMS con las diferentes cepas fúngicas. Por 

ejemplo, la mayor actividad clorogenato hidrolasa (0.786 ± 0.006 U/g ms) se obtuvo con A. 

oryzae 2094 a las 24 h. Sin embargo, esta actividad disminuyó casi a la mitad (0.403 ± 0.045 

U/g ms) a las 40 h de incubación. Al final de la FMS, la mayor actividad (0.632 ± 0.003 U/g 

ms) se obtuvo con la cepa GH1 de A. niger.  

Los parámetros calculados con el modelo de Luedeking-Piret mostraron dos grupos 

de microorganismos. En el primero (cepas de A. japonicus y A. niger) el parámetro β fue 

despreciable, por lo que la producción de la actividad clorogenato hidrolasa es 

completamente asociada al crecimiento. En el segundo grupo (cepas de A. awamori, A. 

oryzae y A. tamarii) el parámetro β fue negativo, lo que indica un decaimiento de la actividad 

enzimática. Este decaimiento coincide con la alcalinización del medio de cultivo, y puede 

estar asociado a la actividad proteolítica. Sin embargo, en este trabajo no se determinó la 

actividad proteasa.  

Para fines comerciales y de investigación, la producción de enzimas con actividad 

clorogenato hidrolasa por cepas de A. japonicus y A. niger es más conveniente que las cepas 

de A. awamori, A. oryzae y A. tamarii, debido a los patrones de actividad enzimática durante 

la FMS. 
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9. Síntesis enzimática de CAPE 

9.1 Resumen 

El ester fenetílico del ácido cafeico (CAPE) es el principal compuesto activo presente 

en el propóleo y tiene numerosas actividades biológicas (antioxidante, antiinflamatoria, 

antiviral, carcinostática, entre otras). Debido a estas propiedades, el CAPE tiene aplicaciones 

potenciales en medicina y cosmetología. En este capítulo se desarrolló un método para la 

síntesis enzimática de CAPE. 

Se estudiaron las reacciones de esterificación entre AC y 2-FE y de transesterificación 

entre ACL y 2-FE catalizada por enzimas comerciales (lipasas, y enzimas con actividad 

clorogenato hidrolasa) en disolventes orgánicos y en una microemulsión agua-AOT-

isooctano. Se modelaron las cinéticas de producción de CAPE para todos los casos 

estudiados.  

La lipasa B de C. antarctica inmovilizada (Novozym® 435) fue capaz de catalizar la 

síntesis de CAPE mediante esterificación entre AC y 2-FE con un rendimiento alto (88.74 ± 

8.57%) usando isooctano como disolvente. Pero el rendimiento de la transesterificación entre 

ACL y CAPE fue bajo (0.91 ± 0.30%). El uso de disolventes o cosolventes más polares que 

el isooctano mejoró la solubilidad del AC, pero no mejoró la tasa de reacción ni la conversión 

o el rendimiento final. Una pectinasa liofilizada de A. niger con actividad clorogenato 

hidrolasa fue incapaz de catalizar la síntesis de CAPE por reacciones de esterificación o 

transesterificación usando isooctano como disolvente. 

En el sistema de microemulsión agua-AOT-isooctano, la lipasa libre de C. antarctica 

(Lipozyme® CALB) catalizó la reacción de esterificación entre AC y 2-FE y la reacción de 

transesterificación entre ACL y 2-FE aproximadamente con la misma constante de reacción 

de primer orden (k = 0.002 h-1). Mientras que una hemicelulasa comercial (Novozyme 

NS22002) con actividad clorogenato hidrolasa catalizó las reacciones de esterificación y 

transesterificación con constantes de reacción (k) 12 y 350 veces mayor que la lipasa (0.025 

y 0.766 h-1, respectivamente). Se evaluó el efecto de la temperatura, el pH, la relación molar 

agua/surfactante (w0) y la concentración del surfactante sobre la síntesis de CAPE por 

transesterificación entre ACL y 2-FE catalizada por la enzima comercial NS22002. 
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Finalmente se utilizaron extractos enzimáticos con actividad clorogenato hidrolasa 

producidos por hongos filamentosos en un sistema de FMS para catalizar la síntesis 

enzimática de CAPE en el sistema de microemulsión estudiado previamente. El 

modelamiento de las reacciones de síntesis y estimación de los parámetros cinéticos permitió 

realizar una comparación objetiva entre los resultados obtenidos con los diferentes extractos 

utilizados.  

De acuerdo con los perfiles de producción de la enzima, las constantes de reacción, 

la conversión y rendimientos obtenidos se seleccionó el extracto enzimático producido por 

A. japonicus AN5 para la síntesis de CAPE. El extracto se concentró hasta una actividad 

clorogenato hidrolasa de 13.1 U/mL y se usó para catalizar la síntesis de CAPE usando ACL 

como sustrato así como extractos ricos en ACL obtenidos de la PC. En ambos casos se obtuvo 

una alta conversión (mayor al 97%) con un rendimiento del 34-37% en un tiempo de reacción 

de 12 h. 

9.2 Introducción 

El CAPE es uno de los principales compuestos activos presentes en el propóleo. El 

CAPE tiene actividad antioxidante, antiinflamatoria, antiviral, inmunomoduladora, 

antiangiogénica, anti-invasiva, anti-metastásico, carcinostática, neuroprotectora, 

hepatoprotectora y cardiopotectora (Tolba et al., 2013). 

Debido a sus actividades biológicas, el CAPE tiene aplicaciones potenciales en 

medicina y cosmetología. Los usos del CAPE incluyen: tratamiento de cáncer (Koumenis y 

Naczki, 2004; Stonans et al., 2011; Kalvins et al., 2012), de desórdenes neurodegenerativos 

y cardiovasculares (Du, 2015), agente antiviral contra el VIH y el virus de la influenza (Yang, 

2002; Noriaki y Tokio, 2004), y como ingrediente activo en productos para el cuidado de la 

piel (Yasuhiro, 2009), la prevención de la obesidad (Shin et al., 2012) y la regulación del 

crecimiento del cabello (Henry et al., 2008). 

Actualmente, el CAPE se extrae de fuentes naturales, como el propóleo (un producto 

de las abejas). El proceso de extracción es sencillo y económico. Sin embargo, estas materias 

primas son limitadas y costosas. Además, la recuperación y purificación del CAPE a partir 

de fuentes naturales es complicado y lento (Ye et al., 2012). 
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Se han descrito varios métodos para la síntesis química o enzimática del CAPE. Sin 

embargo, estos métodos tienen algunos inconvenientes. Los métodos químicos requieren de 

largos tiempos de preparación (hasta 96 h), algunos requieren de pasos intermedios de 

síntesis y purificación. Además, estos métodos utilizan reactivos, catalizadores y solventes 

tóxicos y peligrosos.  

Por otra parte, la síntesis enzimática de CAPE reduce el uso de compuestos tóxicos y 

algunos métodos enzimáticos conducen a altos rendimientos (mayores al 90%). Sin embargo, 

estos métodos tienen algunos inconvenientes, como los largos tiempos de reacción (48-60 h) 

y las grandes cantidades de biocatalizador necesarias (15-18 mg de catalizador/mg de AC) 

(Zhang et al., 2014). Esto puede estar asociado a la baja afinidad entre el biocatalizador y los 

sustratos utilizados, así como a la baja solubilidad de los mismos. 

En el presente trabajo se desarrolló un método para la síntesis enzimática de CAPE 

usando enzimas con actividad clorogenato hidrolasa como catalizador y una emulsión agua 

en aceite como medio de reacción. Las microemulsiones permiten solubilizar sustratos de 

diferente polaridad y mantener un medio de reacción con baja actividad acuosa. 

9.3 Materiales y métodos 

9.3.1 Materiales 

Las enzimas utilizadas se obtuvieron de casas comerciales especializadas y se usaron 

sin ningún tratamiento previo. La pectinasa de A. niger se obtuvo de Sigma Aldrich, (St. 

Louis, USA), las preparaciones multi-enzimáticas NS22002, NS22035, NS22083, NS22086, 

NS22118 y NS22119 fueron adquiridas de Novozymes A/S (Bagsværd, Dinamarca). Las 

lipasas de C. antarctica, R. miehei y T. lanuginosus son productos de Novozymes A/S, pero 

fueron adquiridos a través de Sigma-Aldrich.  

Los extractos enzimáticos crudos utilizados para la síntesis de CAPE fueron 

producidos por hongos del género Aspergillus en un sistema de FMS, como se describió en 

el capítulo 8. Los extractos crudos fueron filtrados a través de membranas de celulosa 

regenerada de 0.2 µm de poro y concentrados aproximadamente 100 veces por ultrafiltración 

usando tubos Amicon® con tamaño de corte de 10 kDa. Los extractos concentrados se 

diluyeron con buffer de fosfatos (50 mM, pH 6.5) para ajustar la actividad a 1.7 U/mL. 
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El extracto rico en ACL se obtuvo por EAM de la PC como se describió en el capítulo 

7: La PC seca y molida (tamaño de partícula = 0.15-0.84 mm) se sometió a una extracción 

en microondas con etanol al 50% durante 4 min a 50 °C. El extracto obtenido se fraccionó 

en una columna empacada con amberlita XAD-16 y por HPLC semi-preparativo usando una 

columna C18. La fracción rica en ACL se evaporó para obtener un extracto rico en ACL con 

una pureza del 61.7% (p/p). 

9.3.2 Estrategia experimental 

Se estudió la síntesis enzimática de CAPE usando dos tipos de medios de reacción 

(disolventes orgánicos y microemulsiones) y dos tipos de enzimas (lipasas y clorogenato 

hidrolasas) mediante esterificación entre AC y 2-FE y transesterificación entre ACL y 2-FE.  

Para la síntesis de CAPE en disolventes orgánicos se utilizaron preparaciones 

enzimáticas sólidas, mientras que para la síntesis en microemulsiones se usaron 

preparaciones enzimáticas líquidas. En ambos sistemas se usó lipasa B de C. antarctica, ya 

que es la lipasa más utilizada para la síntesis de ésteres AC (Widjaja et al., 2008; Olguín-

Gutiérrez, 2010). En cuanto a las enzimas con actividad clorogenato hidrolasa, se evaluó la 

actividad enzimática de 11 preparaciones comerciales. Las preparaciones con mayor 

actividad enzimática se utilizaron para la síntesis de CAPE. 

Se estudió el efecto de las condiciones de reacción en ambos sistemas. El sistema más 

eficiente se usó para la síntesis de CAPE con extractos enzimáticos producidos en FMS como 

catalizadores y extractos de PC ricos en ACL como sustrato. En la Figura 9.1 se muestra un 

esquema de la estrategia experimental utilizada. 
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Figura 9.1 Estrategia experimental utilizada para la síntesis enzimática de CAPE. 

 

9.3.3 Selección de enzimas comerciales para la síntesis de CAPE 

Se evaluó la actividad clorogenato hidrolasa de 11 preparaciones enzimáticas 

comerciales (9 líquidas y 2 sólidas). Se evaluaron 2 pectinasas, 3 lipasas y 6 preparaciones 

multienzimáticas con actividad celulasa o hemicelulasa. 

La actividad clorogenato hidrolasa de las enzimas comerciales y de los extractos 

enzimáticos crudos se determinó por el método descrito en el capítulo 8: se colocaron 900 

µL de ACL 5 mM en buffer de fosfatos (50 mM, pH 6.5). Se agregaron 100 µL de extracto 

enzimático y se incubó durante 30 min a 37 °C. La reacción se detuvo agregando 1 mL de 

metanol. La mezcla de reacción se filtró a través de membranas de celulosa regenerada de 
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0.2 µm de poro y se inyectó a un equipo de HPLC para cuantificar la liberación de AC durante 

la reacción enzimática. 

9.3.4 Síntesis enzimática de CAPE en disolventes orgánicos 

Se estudió la síntesis de CAPE mediante reacciones de esterificación y 

transesterificación en solventes orgánicos. Para este estudio se utilizó una lipasa inmovilizada 

de C. antarctica (Novozym® 435) con una actividad de 5000 PLU/g y una pectinasa 

liofilizada de A. niger (Sigma 17389), la cual tiene una actividad clorogenato hidrolasa de 

0.7 U/g. 

Se pesaron 2 mg de AC o 4 mg de ACL en viales ámbar de 8 mL con tapa de rosca, 

se agregaron 125 mg de 2-FE, 42 mg de enzima y 3 mL de isooctano. Los viales se cerraron 

herméticamente y se incubaron a 60 °C en baño de aceite con agitación magnética. La 

reacción se detuvo añadiendo 3 mL de acetona y agitando en vórtex por 10 segundos. Se 

tomaron 100 µL de esta mezcla y se colocaron en microtubos de 2 mL. Las muestras se 

evaporaron a 40 °C en un horno al vacío y se disolvieron en 1 mL de metanol. Se filtraron a 

través de membranas de celulosa regenerada de 0.2 µm y se analizaron por HPLC.  

Se evaluó el uso de cosolventes (acetona y tetrahidrofurano) a una concentración del 

10% (v/v) así como el uso de un solvente más polar que el isooctano (terc-butanol) solo o en 

presencia de cosolventes (DMF y DMSO) al 10% (v/v). Las reacciones estudiadas para la 

síntesis de CAPE se muestran en la Figura 9.2. 

 

9.3.5 Síntesis enzimática de CAPE en microemulsiones 

Se estudió la síntesis de CAPE mediante reacciones de esterificación y 

transesterificación en una microemulsión agua-AOT-isooctano. Para esta sección se utilizó 

una lipasa de C. antarctica (Lipozyme® CALB) con una actividad de 5000 U/g y una 

hemicelulasa de Humicola insolens (Novozymes NS22002), la cual tiene actividad 

clorogenato hidrolasa de 17.7 U/mL. 
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Figura 9.2 Reacciones estudiadas para la síntesis enzimática de CAPE 

 

Se preparó una solución madre (stock) de 2-FE (100 mM) y AOT (100 mM) en 

isooctano, la cual se conservó en refrigeración hasta su uso. Se colocaron 4 mL de la solución 

stock en viales ámbar de 8 mL, se agregaron 50 µL de una solución 20 mM de AC o ACL en 

buffer de fosfatos (50 mM, pH 6.0). Se agitó en vórtex durante 30 s y se dejó reposar la 

mezcla durante 10 min. Se agregaron 20 µL de enzima comercial, se agitó en vortex 30 s y 

se incubó a 50 °C en baño de aceite con agitación magnética. Se tomaron muestras de 100 

µL a intervalos regulares, las cuales se mezclaron con 100 µL de acetona para detener la 

reacción. Las muestras se evaporaron a 40 °C en un horno al vacío, se disolvieron en 1 mL 

de metanol, se filtraron a través de membranas de celulosa regenerada de 0.2 µm y se 

analizaron por HPLC. 

Se evaluó el efecto de la temperatura (30-70 °C), pH (4-7), la relación molar 

agua/surfactante w0 (5-20) y la concentración de surfactante (AOT, 100-400 mM) sobre la 

constante de reacción, la conversión y rendimiento de las reacciones de síntesis de CAPE.  
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9.3.6 Análisis de los sustratos y productos 

La cuantificación de los sustratos y productos (AC, ACL y CAPE) se hizo mediante 

un método cromatográfico. La separación se llevó a cabo en un equipo de HPLC Shimadzu 

Prominence descrito anteriormente (sección 6.30.4) y una columna Restek Ultra C18 (150 x 

3.2 mm). Se utilizó un método isocrático, con una fase móvil compuesta por acetonitrilo (40 

%), ácido acético (0.24 %) y agua (59.76 %) a un flujo de 0.5 mL/min. La detección se hizo 

a 320 nm. Se construyeron curvas patrón de cada uno de los estándares en concentraciones 

de 0.002 a 0.5 mg/mL.  

9.3.7 Expresión de resultados 

El consumo de sustrato se expresó en términos de conversión x 100 (XAC x 100; XACL 

x 100). La producción de CAPE se expresó en términos de rendimiento x 100 (YCAPE x 100) 

y concentración molar (m moles de CAPE/L de solución). 

La conversión se define como la fracción de un reactivo que se transforma en otro 

compuesto, o la fracción del reactivo que ha reaccionado: 

0

0

0

0 ;
ACL

ACLACL
X

AC

ACAC
X ACLAC





   Ecuación 9.1 

En donde AC y ACL son concentración de AC y ACL al tiempo en el que se calculó 

la conversión; AC0 y ACL0 son las concentraciones de AC y ACL al inicio de la reacción. El 

rendimiento se definió como la fracción del sustrato consumido que se transformó en el 

producto deseado: 

ACLACL

CAPE
Y

ACAC

CAPE
Y CAPECAPE







00

 ;   Ecuación 9.2 

En donde CAPE es la concentración de CAPE en el tiempo al que se calculó el 

rendimiento (YCAPE). 

9.4 Elementos teóricos del modelamiento de la síntesis de CAPE  

De acuerdo a la evidencia experimental encontrada se proponen ecuaciones para 

simular la síntesis de CAPE que serán validadas por comparación con los datos 
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experimentales obtenidos, el detalle del desarrollo de los modelos se encuentra en el Anexo 

2. Los modelos propuestos corresponden a tres mecanismos elementales de reacción: 

1) Reacción de esterificación: 

 Ecuación 9.3 

2) Reacciones de transesterificación e hidrólisis simultáneas: 

 Ecuación 9.4a 

  Ecuación 9.4b 

3) Reacciones de hidrólisis y esterificación consecutivas: 

  Ecuación 9.5a 

 Ecuación 9.5b 

Para los tres casos propuestos se hicieron las siguientes consideraciones: 

 Las reacciones estudiadas se pueden considerar como mecanismos elementales. 

 Las reacciones de esterificación y transesterificación estudiadas para la síntesis 

de CAPE son bimoleculares, ya que intervienen dos moléculas como sustratos. 

 En las condiciones evaluadas la concentración del 2-FE fue mucho mayor que la 

del sustrato limitante, por lo que la concentración del sustrato en exceso es 

prácticamente constante durante la reacción. En estas condiciones, la tasa de 

reacción es proporcional a la concentración del sustrato limitante.  

 Las reacciones de los incisos 2 y 3 se consideraron reversibles.  
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9.4.1 Formación de CAPE por esterificación entre AC y 2-FE  

La esterificación entre AC y 2-FE se llevó a cabo a una concentración de 2-FE mucho 

mayor a la concentración del AC. En estas condiciones, la tasa de reacción depende de la 

concentración del sustrato limitante (AC). Para fines cuantitativos, la ecuación 9.3 puede 

simplificarse de la siguiente forma: 

   Ecuación 9.6 

La tasa de producción de CAPE (o de consumo de AC), se puede expresarse de la 

siguiente manera: 

ACk
dt

dAC

dt

dCAPE
1    Ecuación 9.7 

Para la estimación de parámetros se compararon los datos experimentales y los 

calculados usando dos metodologías. La primera estima las constantes por técnicas clásicas 

de la ingeniería de reacciones basada en regresiones lineales (Método 1) y la segunda que 

combina técnicas de estimación de parámetros usando métodos numéricos de integración y 

de estimación de parámetros (Método 2). 

Método 1. Técnicas clásicas de la ingeniería de reacciones 

El primer método, las constantes de reacción se calcularon por técnicas de regresión 

lineal usando la forma integral de la ecuación 9.7. 

 Si consideramos una conversión equimolar de AC a CAPE, en cualquier momento 

de la reacción la suma de la concentración molar de CAPE y la concentración de AC es igual 

a la concentración inicial de AC (CAPE + AC = AC0), entonces se llega a: 

 CAPEACk
dt

dCAPE
 01     Ecuación 9.8 

Cuya forma integrada es: 

tk
CAPEAC

AC
Ln 1

0

0 









    Ecuación 9.9 
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La constante de reacción aparente de primer orden (k1) se estimó a través de la 

pendiente de la regresión lineal con los datos experimentales de sustrato y producto, usando 

la ecuación 9.9.  

Método 2. Métodos numéricos de integración y de estimación de parámetros 

En el segundo método se recurrió a métodos numéricos de integración y estimación 

de parámetros que minimizan la sumatoria del cuadro del error entre los datos calculados y 

observados; para este propósito se usó el programa Berkeley-Madonna. 

Primero, las variables ACL, AC y CAPE se adimensionalizaron, como se muestra a 

continuación:  

MinMax

Min
Ad

ACAC

ACAC
AC




    Ecuación 9.10  

MinMax

Min
Ad

CAPECAPE

CAPECAPE
CAPE




   Ecuación 9.11 

 

Las ecuaciones diferenciales (9.7 y 9.8) se modificaron para incluir las variables 

adimensionales: 

 
 MinMax

MinMinMaxAdAd

ACAC

ACACACAC
k

dt

dAC




 1   Ecuación 9.12 

 
 MinMax

MinMinMaxAdAd

CAPECAPE

ACACACAC
k

dt

dCAPE




 1   Ecuación 9.13  

Las constantes de reacción involucradas se estimaron por ajuste simultáneo de las dos 

ecuaciones diferenciales adimensionalizadas (ecuaciones 9.12 y 9.13), esto disminuye el 

sesgo en la estimación de los parámetros involucrados, es decir, cada variable es igualmente 

ponderada en la minimización de suma de cuadrados del error. El sistema de ecuaciones se 

resolvió mediante el método Runge-Kutta de 4° orden. Los parámetros se ajustaron con un 

algoritmo que minimiza los cuadrados del error entre los valores calculados y los observados. 

Ambos métodos numéricos se realizaron simultáneamente usando el software Berkeley-

Madonna. Mediante la simulación de la reacción se obtuvieron los parámetros (k1, AC0 y 
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CAPE0), así como los valores adimensionales calculados para AC y CAPE. Estos valores se 

utilizaron para calcular la concentración de sustrato y productos reales a través del tiempo. 

La estimación de parámetros por métodos numéricos (Método 2) presentó algunas 

ventajas sobre el uso de las técnicas clásicas de ingeniería de reacciones (Método 1). El uso 

de métodos numéricos permitió estimar los parámetros considerando simultáneamente los 

datos experimentales de sustrato y producto. Además, la adimensionalización de los valores 

experimentales disminuyó el sesgo en la estimación de los parámetros. Esto resultó en un 

mejor ajuste entre los datos experimentales y los datos calculados por el modelo. 

9.4.2 Formación de CAPE por transesterificación entre ACL y 2-FE 

Durante la reacción de transesterificación entre el ACL y el 2-FE, la evidencia 

experimental indicó dos patrones diferentes de consumo de sustrato y acumulación de 

producto. Estos patrones dependen de la enzima utilizada. De acuerdo a los datos 

experimentales observados se propusieron dos esquemas de reacción, los cuales se describan 

más adelante. 

Debido a las ventajas observadas de la estimación de parámetros por métodos 

numéricos sobre los métodos clásicos de regresión, los parámetros cinéticos de la síntesis de 

CAPE por transesterificación entre ACL y 2-FE se estimaron solamente por el método 2. 

Además, resolver analíticamente las ecuaciones cinéticas que describen las reacciones 

reversibles en serie o paralelo es complicado (Levenspiel, 2004). 

Esquema 1. Reacciones en paralelo 

Durante la reacción de transesterificación entre el ACL y el 2-FE usando la enzima 

comercial NS22002 como catalizador, se observó que el ACL se consumió hasta alcanzar 

una concentración final (ACLEq). Después de alcanzar esta concentración no se observó 

consumo de sustrato ni formación de producto. Este patrón es característico de las reacciones 

reversibles. Además, se observó la formación simultánea de AC y CAPE. Esto puede ser 

debido a que el consumo de sustrato (ACL) se debe a la suma de dos reacciones (hidrólisis y 

transesterificación). Este comportamiento es característico de las reacciones en paralelo. Por 

lo anterior, para modelar el consumo de ACL se propuso el siguiente esquema de reacción: 
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  Ecuación 9.4a 

   Ecuación 9.4b 

Este esquema de reacción corresponde a un sistema de dos reacciones paralelas 

reversibles. En las condiciones estudiadas, la concentración de 2-FE y H2O es mucho mayor 

a la del reactivo limitante (ACL). En estas condiciones, la tasa reacción depende de la 

concentración del sustrato limitante (ACL) y los productos (CAPE y AC). Para fines 

cuantitativos las ecuaciones 9.4a y 9.4b pueden simplificarse de la siguiente manera: 

   Ecuación 9.13 

El consumo de ACL y la formación de CAPE y AC pueden ser descritos por las 

siguientes ecuaciones: 

  ACkCAPEkACLkk
dt

dACL
4231   Ecuación 9.14 

CAPEkACLk
dt

dCAPE
21     Ecuación 9.15 

ACkACLk
dt

dAC
43      Ecuación 9.16 

Los valores experimentales se adimensionalizaron, como en las ecuaciones 9.10 y 

9.11.  Las ecuaciones 9.14-9.16 se modificaron para incluir las variables adimensionales: 

      

  
  MinMinMaxAd

MinMinMaxAd

MinMinMaxAd
AD

MinMax

ACACACACk

CAPECAPECAPECAPEk

ACLACLACLACLkk
dt

dACL
ACLACL







4

2

31

Ec. 9.17 

    

  MinMinMaxAd

MinMinMaxAd
Ad

MinMax

CAPECAPECAPECAPEk

ACLACLACLACLk
dt

dCAPE
CAPECAPE





2

1
  Ec. 9.18 
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    

  MinMinMaxAd

MinMinMaxAd
Ad

MinMax

ACACACACk

ACLACLACLACLk
dt

dAC
ACAC





4

3
   Ec. 9.19 

Las constantes de reacción se estimaron por ajuste simultáneo de las ecuaciones 

diferenciales adimensionalizadas (9.17-9-19) usando el software Berkeley-Madonna como 

se describió anteriormente. Mediante la simulación de ambas reacciones (hidrólisis y 

transesterificación) se obtuvieron los valores adimensionales calculados para ACL, AC y 

CAPE. Estos valores se utilizaron para calcular la concentración de sustrato y productos 

reales a través del tiempo. 

Esquema 2. Reacciones en serie 

Durante la reacción de transesterificación entre el ACL y el 2-FE por extractos 

enzimáticos crudos producidos en FMS, se observaron perfiles de producción de CAPE y 

AC diferentes a los observados para la misma reacción catalizada por la enzima comercial. 

En el caso de los extractos crudos se observó una rápida acumulación de AC seguida de un 

consumo del mismo y la acumulación (mucho más lenta) de CAPE. Este comportamiento es 

característico de los sistemas de reacciones en serie. Además, se observó que la producción 

de CAPE se detiene antes del consumo total del AC aun en presencia de un exceso de 2-FE. 

Esto sugiere que la reacción de síntesis de CAPE puede ser reversible. De acuerdo con estas 

observaciones, se propuso el siguiente esquema de reacción: 

  Ecuación 9.5a 

 Ecuación 9.5b 

Este esquema de reacción corresponde a un sistema de dos reacciones reversibles en 

serie. En las condiciones estudiadas, la concentración de 2-FE y H2O es mucho mayor a la 

del reactivo limitante (ACL). En estas condiciones, la tasa reacción depende de la 

concentración del sustrato limitante (ACL) y los productos (CAPE y AC). Para fines 

cuantitativos las ecuaciones 9.5a y 9.5b pueden simplificarse de la siguiente manera: 
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    Ecuación 9.20 

El consumo de ACL y la formación de CAPE y AC pueden ser descritos por las 

siguientes ecuaciones: 

ACkACLk
dt

dACL
21     Ecuación 9.21 

CAPEkACk
dt

dCAPE
43      Ecuación 9.22 

  CAPEkACkkACLk
dt

dAC
4321     Ecuación 9.23 

Los valores experimentales se adimensionalizaron, como en las ecuaciones 9.10 y 

9.11.  Las ecuaciones 9.21-9.23 se modificaron para incluir las variables adimensionales: 

    

  MinMinMaxAd

MinMinMaxAd
AD

MinMax

ACACACACk

ACLACLACLACLk
dt

dACL
ACLACL





2

1
Ec. 9.24 

    

  MinMinMaxAd

MinMinMaxAd
Ad

MinMax

CAPECAPECAPECAPEk

ACACACACk
dt

dCAPE
CAPECAPE





4

3
  Ec. 9.25 

    

    
  MinMinMaxAd

MinMinMaxAd

MinMinMaxAd
Ad

MinMax

CAPECAPECAPECAPEk

ACACACACkk

ACLACLACLACLk
dt

dAC
ACAC







4

32

1

  Ec. 9.26 

Las constantes de reacción se estimaron por ajuste simultáneo de las ecuaciones 

diferenciales adimensionalizadas (9.24-9.26) usando el software Berkeley-Madonna. 

Mediante la simulación del sistema de reacciones (hidrólisis y transesterificación) se 

obtuvieron los valores adimensionales calculados para ACL, AC y CAPE. Estos valores se 

utilizaron para calcular la concentración de sustrato y productos reales a través del tiempo. 

9.5 Resultados y discusión 

9.5.1 Actividad clorogenato hidrolasa de enzimas comerciales 
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La síntesis de CAPE catalizada por clorogenato hidrolasa puede tener ventajas sobre 

la síntesis catalizada por lipasas. Actualmente no existen clorogenato hidrolasas disponibles 

comercialmente. Sin embargo, diversos autores han reportado la presencia de actividad 

clorogenato hidrolasa en preparaciones comerciales de pectinasas, hemicelulasas, tanasas, 

lipasas y fosfolipasas (Schöbel y Pollmann, 1980; Barbe y Dubourdieu, 1998; Kishimoto et 

al., 2005; Ramírez et al., 2008; Zheng et al., 2009). Por ello, evaluamos la actividad 

clorogenato hidrolasa de diferentes preparaciones comerciales (Tabla 9.1). 

 

Tabla 9.1 Actividad clorogenato hidrolasa de preparaciones enzimáticas comerciales 

Enzima 
Micro-

organismo 
Proveedor No. Catálogo 

Actividad 

clorogenato 

hidrolasa 

(U/mL) 

Pectinasa A. niger Sigma 17389 0.71 ± 0.02* 

Pectinasa A. niger Fluka 17389 0.36 ± 0.01* 

Lipasa C. antarctica Sigma** L3170 0.00 ± 0.00 

Lipasa R. miehei Sigma** L4277 0.03 ± 0.00 

Lipasa T. lanuginosus Sigma** L0777 0.00 ± 0.00 

Hemicelulasa H. insolens Novozymes NS 22002 17.73 ± 0.40 

Glucoamilasa No indicado Novozymes NS 22035 0.54 ± 0.00 

Xilanasa No indicado Novozymes NS 22083 0.00 ± 0.00 

Complejo celulasa No indicado Novozymes NS 22086 0.01 ± 0.02 

β-glucosidasa No indicado Novozymes NS 22118 1.62 ± 0.06 

Complejo enzimático A. aculeatus Novozymes NS22119 0.32 ± 0.00 

*U/g; **Producidas por Novozymes pero comercializadas por Sigma 

De las 11 preparaciones enzimáticas evaluadas, la mayor actividad clorogenato 

hidrolasa (17.73 ± 0.40 U/mL) se encontró en la hemicelulasa NS22002. La hemicelulasa 

NS22002 es una mezcla de β-glucasasa y xilanasa producidas en fermentación sumergida 

por Humicola insolens. El producto tiene otras actividades secundarias declaradas, como 

celulasa, arabinasa y pentosanasa. No hay reportes de la actividad clorogenato hidrolasa o 

FAE de la hemicelulasa NS22002, pero sí hay reportes de actividad FAE en otras 

preparaciones enzimáticas comerciales producidas por H. insolens, tales como Ultraflo L, 

Pentopan 500 y Depol 740 (Faulds et al., 2002; Hatzakis y Smonou, 2005; Couto et al., 

2010).  
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De acuerdo con lo reportado por Faulds et al. (2002) la FAE producida por H. insolens 

es del tipo B, principalmente, ya que es activa sobre MC, con una pequeña actividad FAE A, 

ya que es activa en menor medida sobre MS. Además, es capaz de liberar diferulatos a partir 

de granos agotados de cervecería. De acuerdo con la clasificación propuesta por Crepin et al. 

(2004), las características de la FAE de H. insolens se asemejan más a las de una FAE tipo 

D.  

Otras preparaciones comerciales que presentaron actividad clorogenato hidrolasa 

considerable fueron la β-glucosidasa NS22118 (1.62 ± 0.06 U/mL) y la pectinasa de A. niger 

producida por Sigma (0.71 ± 0.02 U/g). De las lipasas estudiadas, la lipasa de R. miehei 

presentó una pequeña actividad clorogenato hidrolasa (0.03 U/mL), mientras que las lipasas 

de C. antarctica y de T. lanuginosus no presentaron actividad clorogenato hidrolasa en las 

condiciones ensayadas.  

9.5.2 Síntesis enzimática de CAPE en disolventes orgánicos 

Se estudió la síntesis de CAPE catalizada por una lipasa inmovilizada de C. antarctica 

(Novozym® 435) en isooctano como disolvente. Alternativamente se estudió el uso de una 

pectinasa liofilizada de A. niger (Sigma 17389) con actividad clorogenato hidrolasa (0.71 ± 

0.02 U/g) como catalizador para la síntesis de CAPE en isooctano.  

Modelamiento de la síntesis enzimática de CAPE 

La esterificación entre AC y 2-FE para formar CAPE fue descrita satisfactoriamente 

mediante un modelo de pseudo primer orden (ecuación 9.8). La constante de reacción 

aparente (k) se estimó por dos métodos: El primer método estuvo basado en la técnica de 

regresión lineal. El segundo método se basó en métodos numéricos. El consumo de AC y la 

formación de CAPE se modelaron usando los parámetros estimados con ambos métodos, y 

se comparó el ajuste entre los valores observados y los valores estimados. 

En la Figura 9.3 se muestran los valores experimentales obtenidos para la 

esterificación entre AC y 2-FE catalizada por Novozym® 435 en isooctano, así como los 

valores calculados por el modelo de pseudo primer orden usando los dos métodos. Se observó 

un mejor ajuste entre los valores observados y los estimados utilizando el segundo método. 

La aplicación de métodos numéricos presenta una sumatoria del cuadrado del error menor y 
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un coeficiente de determinación similar al obtenido con las técnicas de regresión, lo cual se 

traduce en una simulación que describe adecuadamente de los datos experimentales 

observados (Figura 9.3, Tabla 9.2). 

 

 

Figura 9.3 Modelamiento de la esterificación entre AC y 2-FE catalizada por Novozym® 

435 en isooctano estimando las constantes de reacción por regresión lineal (a) y métodos 

numéricos (b). Los marcadores representan los valores experimentales, las líneas los valores 

calculados con el modelo de pseudo primer orden. 

 

Tabla 9.2 Suma de errores al cuadrado y coeficiente de determinación entre los datos 

experimentales y los datos calculados estimando las constantes de reacción por regresión 

lineal y métodos numéricos* 

 Suma de errores al cuadrado (SEC) Coeficiente de determinación (R2) 

 Método 1 Método 2 Método 1 Método 2 

AC 1.3769 1.0897 0.8434 0.8412 

CAPE 0.7749 0.3979 0.9477 0.9483 

*Datos obtenidos de la esterificación entre AC y 2-FE catalizada por Novozym® 435 en isooctano.  

 

Las diferencias entre los ajustes obtenidos con ambos métodos están relacionadas con 

la manera de estimar los parámetros. El método 2 utiliza simultáneamente todos los datos de 

concentración de AC y CAPE para calcular los parámetros, y permite estimar los valores 
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iniciales de AC y CAPE (AC0 y CAPE0). El método 1 utiliza los valores de concentración de 

producto para estimar la constante de reacción y no permite la estimación de AC0 y CAPE0. 

Por otra parte, la adimensionalización de los datos disminuye el sesgo en la estimación de 

los parámetros debido a que se otorga el mismo peso ponderado a la concentración de sustrato 

y producto adimensionales al minimizar la suma de cuadrados del error. 

La estimación de los parámetros por métodos numéricos presentó ventajas sobre los 

cálculos por regresión, como el mejor ajuste del modelo a los datos experimentales y la 

posibilidad de estimar los valores iniciales de sustrato y producto. Además, la estimación de 

los parámetros de reacciones complejas es mucho más sencilla utilizando métodos numéricos 

con respecto a los métodos analíticos. Debido a esto, la estimación de los parámetros para las 

siguientes reacciones se realizó por métodos numéricos. 

 Síntesis de CAPE por reacciones de esterificación y transesterificación 

La lipasa B de C. antarctica (Novozym® 435) fue capaz de catalizar la síntesis de 

CAPE por esterificación entre AC y 2-FE, pero fue ineficiente para catalizar la síntesis de 

CAPE por transesterificación entre ACL y 2-FE. Se estudió el uso de una pectinasa de A. 

niger (Sigma 17389) como catalizador en la síntesis de CAPE mediante reacciones de 

esterificación y transesterificación. Sin embargo, en las condiciones ensayadas, no se observó 

formación de producto.  

La Figura 9.4 muestra los perfiles de producción de CAPE y consumo de sustrato 

durante las reacciones de esterificación y transesterificación catalizadas por Novozym® 435 

en isooctano. La tabla 9.3 muestra los parámetros obtenidos para las mismas reacciones. La 

máxima concentración de CAPE (2.02 ± 0.32 mM) se obtuvo mediante la reacción de 

esterificación, la concentración final de CAPE fue mucho menor (0.019 ± 0.000 mM).   
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Figura 9.4 Consumo de sustrato (a) y producción de CAPE (b) mediante reacciones de 

esterificación y transesterificación catalizadas por Novozym® 435 en isooctano. Los 

marcadores representan los valores experimentales, las líneas los valores calculados con el 

modelo de pseudo primer orden. 

 

Tabla 9.3 Síntesis de CAPE mediante reacciones de esterificación y transesterificación 

catalizadas por Novozym® 435 en isooctano 

Sustrato Conversión x 100 Rendimiento x 100 k (h-1) 

Ac. Cafeico 61.42 ± 7.66 88.74 ± 8.57 0.0175 

Ac. Clorogénico 70.30 ± 2.15 0.91 ± 0.30 0.0004 

*La conversión y el rendimiento se calcularon con los valores experimentales. La constante 

de reacción (k) se estimó con el modelo de pseudo primer orden 

 

En la reacción de esterificación se obtuvo una conversión del 61.42 ± 7.66% y un 

rendimiento del 88.74 ± 8.57% a las 48 h de reacción y un valor de k de 0.0175 h-1. Esta 

conversión es menor a la obtenida por Widjaja et al. (2008) en condiciones similares. En el 

trabajo de Widjaja et al., utilizaron una lipasa con mayor actividad nominal (7000 PLU/g) a 

la utilizada en el presente trabajo (5000 PLU/g). Sin embargo, se utilizó una mayor cantidad 

de biocatalizador (42 mg) para mantener la misma actividad enzimática por unidad 

experimental (210 PLU). Las diferencias en la conversión pueden estar relacionadas al 

control de la temperatura y la agitación, debido a las diferencias entre los equipos utilizados 

para este fin. 
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En la reacción de transesterificación se observó un consumo significativo de ACL a 

las 48 h de reacción, con una conversión de 70.30%. Pero el rendimiento fue muy bajo 

(0.91%), lo cual indica la formación de al menos un producto secundario. Los cromatogramas 

de la mezcla de reacción mostraron un compuesto con un espectro de absorción similar al 

AC y ACL, pero cuyo tiempo de retención no corresponde al de estos compuestos, ni al de 

los isómeros más comunes del ACL (ácido neoclorogénico y criptoclorogénico).  

Olguín-Gutiérrez (2010) obtuvo resultados similares. Se utilizaron 6 lipasas para la 

síntesis de CAPE por transesterificación entre ACL y 2-FE. De las 6 lipasas evaluadas, sólo 

la lipasa lip2 de Yarrowia lipolytica inmovilizada en lewatit K2629 catalizó la síntesis de 

CAPE en cantidades traza (1.2%). Sin embargo, el autor atribuyó la catálisis a los grupos 

sulfónicos del soporte. La baja producción de AC y CAPE puede deberse a un impedimento 

estérico causado por la presencia del grupo quínico en el ACL, o a la inhibición de la enzima 

por el AQ liberado. Olguín-Gutiérrez (2010) también estudió la síntesis de CAPE catalizada 

por una clorogenato hidrolasa de A. ochraceus. La clorogenato hidrolasa fue capaz de 

catalizar la síntesis de CAPE en un sistema diisopropileter-agua (rendimiento = 9.4%), pero 

fue incapaz de catalizar la reacción cuando se utilizó isooctano como disolvente.  

Efecto del disolvente de reacción 

Se estudió el efecto del disolvente sobre la síntesis de CAPE por esterificación entre 

AC y 2-FE catalizada por Novozym® 435. En la Tabla 9.4 se muestran los sistemas de 

disolventes utilizados. La adición de cosolventes al isooctano (tetrahidrofurano y acetona) 

mejoró la solubilidad del AC, pero tuvo un efecto negativo sobre la conversión de AC a 

CAPE (Figura 9.5).  
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Tabla 9.4 Caracterización de síntesis de CAPE por esterificación entre AC y 2-FE catalizada 

por Novozym® 435 en diferentes sistemas de solventes 

Solvente Conversión x 100 Rendimiento x 100 k (h-1) 

Isooctano 61.42 ± 7.66 88.74 ± 8.57 0.0175 

Isooctano + THF 90.21 ± 0.92 32.64 ± 3.07 0.0167 

Isooctano + acetona 64.47 ± 0.24 26.52 ± 2.95 0.0069 

Terc-butanol 56.61 ± 1.72 11.46 ± 0.83 0.0020 

Terc-butanol + DMSO 52.60 ± 2.02 20.55 ± 0.39 0.0027 

Terc-butanol + DMF 53.97 ± 1.23 9.23 ± 2.44 0.0015 

*La conversión y el rendimiento se calcularon con los valores experimentales. La constante 

de reacción (k) se estimó con el modelo de pseudo primer orden 

 

 

Figura 9.5 Síntesis enzimática de CAPE por esterificación entre AC y 2-FE catalizada por 

Novozym® 435 usando diferentes sistemas de solventes. Los marcadores representan los 

valores experimentales, las líneas representan los valores calculados con el modelo de pseudo 

primer orden. 

 

Con el sistema isooctano-THF (9:1) se obtuvo una conversión alta (90.21 ± 0.92%). 

Sin embargo, el rendimiento fue muy bajo (32.64 ± 3.07%), lo cual indica la formación de 

subproductos durante la reacción. Esto condujo a una baja concentración final de CAPE (1.09 

± 0.09mM). El uso de un disolvente más polar (terc-butanol) solo o en presencia de 

cosolventes (DMSO y DMF) afectó drásticamente la producción de CAPE. Usando estos 

disolventes, la concentración de CAPE fue de 0.18-0.40 mM a las 48 h de reacción.  
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Widjaja et al. (2008) estudiaron el efecto del solvente sobre la conversión de AC a 

CAPE catalizada por Novozym® 435 y observaron una mayor conversión con solventes no 

polares, como el isooctano. Resultados similares fueron obtenidos por Olguín-Gutiérrez 

(2010). Los solventes polares tienen un efecto negativo en las enzimas ya que pueden 

secuestrar moléculas de agua necesarias para mantener la estructura terciaria de las proteínas.  

9.5.3 Síntesis enzimática de CAPE en microemulsiones 

Se estudió la síntesis enzimática en microemulsiones agua en aceite (agua-AOT-

isooctano), como una alternativa a la síntesis en solventes orgánicos. Se evaluó la síntesis 

enzimática de CAPE por esterificación entre AC y 2-FE y por transesterificación entre ACL 

y 2-FE usando una lipasa (Lipozyme® CALB) y una hemicelulasa (Novozymes NS22002) 

comerciales. La Figura 9.6 muestra las cinéticas de producción de CAPE para ambas 

reacciones. La Tabla 9.5 muestra los parámetros calculados para estas reacciones. 

 

 

Figura 9.6 Curvas de progreso de la síntesis de CAPE por esterificación (a) y 

transesterificación (b) en microemulsiones usando una lipasa (CALB) y una hemicelulasa 

(NS22002) como catalizadores. Los marcadores representan los valores experimentales, las 

líneas representan los valores calculados con el modelo de pseudo primer orden. 
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Tabla 9.5 Síntesis de CAPE mediante reacciones de esterificación y transesterificación 

catalizadas por enzimas comerciales en microemulsiones 

Enzima Sustrato Conversión x 100 Rendimiento x 100 k (h-1) 

CALB Ac. Cafeico 12.23 ± 0.00 40.29 ± 2.75 0.0025 

CALB Ac. Clorogénico 28.21 ± 5.83 10.25 ± 8.93 0.0027 

NS22002 Ac. Cafeico 39.45 ± 10.74 42.65 ± 5.48 0.0198 

NS22002 Ac. Clorogénico 100.00 ± 0.00 70.15 ± 6.58 2.7178 

*La conversión y el rendimiento se calcularon con los valores experimentales. La constante 

de reacción (k) se estimó con el modelo de pseudo primer orden 

 

 

Ambas reacciones (esterificación y transesterificación) fueron catalizadas por ambas 

enzimas (CALB y NS22002). Pero las reacciones fueron mucho más eficientes cuando se 

utilizó la hemicelulasa NS22002. La concentración final de CAPE en los tratamientos con 

lipasa como catalizador fue de 0.01 mM. Mientras que la concentración de CAPE en las 

reacciones catalizadas por NS22002 fue 8 y 10 veces mayor para las reacciones de 

esterificación y transesterificación, respectivamente.  

La constante cinética de pseudo primer orden fue cercana para ambas reacciones 

catalizadas por CALB (k = 0.0025 y 0.0027 h1). La constante cinética de las reacciones 

catalizadas por NS22002 fue 8 y 990 veces mayor para las reacciones de esterificación y 

transesterificación, comparada con las reacciones catalizadas por CALB. 

La síntesis de ésteres de AC catalizada por lipasa es particularmente ineficiente 

debido a la inhibición de la enzima por sustratos con una sustitución hidroxilo en la posición 

para del anillo aromático y un doble enlace conjugado en la cadena lateral (como en el AC). 

Este fenómeno se debe a un efecto electrónico más que a un efecto estérico (Guyot et al., 

1997). La esterificación de AC y 2-FE catalizada con Novozym® 435 se puede llevar a altas 

conversiones y rendimientos (92-100%). Sin embargo, para obtener estos resultados se 

requiere de una gran cantidad de catalizador (15-17.8 mg de biocatalizador/mg AC) (Widjaja 

et al., 2008; Chen et al., 2010; Ha et al., 2012).  

La máxima conversión de AC (100%) y máximo rendimiento de CAPE observada 

(70.15%) se obtuvo para la transesterificación de ACL a CAPE catalizada por NS22002. Esta 

conversión se alcanzó en tan solo 2 h de reacción. Por ello, para los siguientes experimentos 

sólo se estudió la transesterificación del ACL en microemulsiones.  
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Durante la reacción de transesterificación entre ACL y 2-FE catalizada por la 

hemicelulasa NS22002 en microemulsiones se observó la formación simultánea de AC y 

CAPE. Los datos de producción de AC y CAPE se analizaron como reacciones en paralelo 

usando las ecuaciones 9.17-9.19. Se estudió el efecto de las condiciones de reacción 

(temperatura, pH, w0 y concentración de AOT) sobre la síntesis de CAPE catalizada por la 

hemicelulasa NS22002 en microemulsiones (agua-AOT-isooctano). 

 

Efecto de la temperatura  

Se estudió el efecto de la temperatura sobre la síntesis de CAPE por 

transesterificación entre ACL y 2-FE en una microemulsión agua-AOT-isooctano catalizada 

por la hemicelulasa comercial NS22002. La microemulsión se preparó añadiendo 50 µL de 

ACL 20 mM y 20 µL de enzima comercial a 4 mL de solución madre (AOT 100 mM, 2-FE 

100 mM en isooctano). El sistema tuvo una concentración inicial de sustrato de 0.2447 mM 

y una w0 = 10. La solución de sustrato se preparó en un buffer de fosfatos 50 mM. Sin 

embargo, el pH de la solución fue de 4.5 debido a la alta concentración de ACL. 

El perfil de la constante de reacción (k1) en función de la temperatura mostró un perfil 

típico de reacciones enzimáticas (Figura 9.7a). Los valores de k1 corresponden a la aplicación 

de las ecuaciones 9.17-9.19. Se observó un efecto positivo de la temperatura sobre la síntesis 

de CAPE hasta los 50 °C. La constante cinética de pseudo primer orden (k1) se incrementó 

de 0.365 a 1.010 h-1 cuando se incrementó la temperatura de reacción de 30 a 50 °C, y 

disminuyó hasta 0.540 h-1 a los 70 °C (Figura 9.7a). Usando la ecuación de Arrhenius se 

estimó la Energía de Activación que fue cercana a 13062 cal/mol y con un valor de Q10 

cercano a 2. Estos valores indican que en las condiciones ensayadas no existieron problemas 

de transferencia de masa en la reacción. 
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Figura 9.7 Efecto de la temperatura (a) y del pH (b) sobre la constante cinética de producción 

de CAPE en microemulsiones. El estudio del efecto de la temperatura se realizó en un sistema 

no amortiguado (pH = 4.5). El estudio del pH se realizó a 50 °C.  

 

La conversión de AC fue mayor a 50 °C (93.33 ± 0.29) pero el mayor rendimiento 

(71.81 ± 4.98) se obtuvo a 40 °C (Tabla 9.6). La concentración final de CAPE fue de 0.146 

a 0.164 mM cuando la reacción se llevó a cabo en el rango de temperatura de 30 a 50 °C, 

pero la máxima concentración se obtuvo en un tiempo más corto a 50 °C. A 70 °C se obtuvo 

una concentración final de CAPE de 0.065 ± 0.002 mM. Para los siguientes experimentos se 

eligió una temperatura de 50 °C.  

Tabla 9.6 Síntesis de CAPE en microemulsiones: efecto de la temperatura  

Temperatura 

(°C) 

Conversión x 100 

 

Rendimiento x 100 

 

Concentración final 

CAPE (mM) 

30 89.87 ± 0.78 67.86 ± 3.00 0.150 ± 0.006 

40 92.76 ± 0.89 71.81 ± 4.98 0.164 ± 0.010 

50 93.33 ± 0.29 63.73 ± 0.72 0.146 ± 0.001 

60 87.52 ± 1.41 58.81 ± 0.62 0.126 ± 0.002 

70 73.39 ± 3.17 36.32 ± 2.25 0.065 ± 0.002 

*La conversión, el rendimiento y concentración final de CAPE corresponden a los valores 

experimentales.  

 

El incremento de la temperatura favorece la solubilidad de los sustratos y el contacto 

entre los sustratos y la enzima. Sin embargo, altas temperaturas pueden inducir la 
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desnaturalización de las proteínas. No hay reportes sobre la estabilidad térmica de la 

actividad clorogenato hidrolasa de H. insolens, pero si se han caracterizado enzimas 

relacionadas producidas por este microorganismo. Por ejemplo, Faulds et al. (2002) 

caracterizó la actividad FAE presente en una preparación comercial de H. insolens (Ultraflo 

L) y encontró la máxima actividad (sobre MF) a una temperatura de 60-65 °C. Sin embargo, 

la enzima pierde el 40% de su actividad después de ser incubada 90 min a 60 °C. 

Efecto del pH 

Se evaluó el efecto del pH sobre la conversión de AC a CAPE (Figura 9.7b, Tabla 

9.7). La máxima concentración de CAPE (0.143-0.155 mM) se encontró cuando se usó un 

pH en el rango de 5 a 7. La mayor conversión de AC (95.55 ± 0.40%) y el mayor rendimiento 

(65.95 ± 2.80%) se obtuvieron a pH 5, pero la mayor constante cinética (2.54-2.88 h-1) se 

obtuvo a pH 7.0-8.0. En los siguientes experimentos las reacciones se llevaron a cabo a pH 

6, debido a la mayor estabilidad del ACL a este pH.  

 

Tabla 9.7 Síntesis de CAPE en microemulsiones: efecto del pH 

pH 
Conversión x 100 

 

Rendimiento x 100 

 

Concentración final  

CAPE (mM) 

4 82.89 ± 2.80 63.11 ± 2.13 0.129 ± 0.008 

5 95.55 ± 0.40 65.95 ± 2.80 0.155 ± 0.006 

6 93.99 ± 0.76 61.72 ± 3.40 0.143 ± 0.009 

7 94.36 ± 1.01 63.56 ± 7.46 0.147 ± 0.018 

8 95.15 ± 0.11 45.81 ± 3.04 0.107 ± 0.007 

*La conversión, el rendimiento y concentración final de CAPE corresponden a los valores 

experimentales. 

 

Los resultados obtenidos difieren de los reportados por Kishimoto et al. (2005) para 

la síntesis de CAPE por transesterificación entre ACLy 2-FE en un sistema bifásico agua-2-

FE. Ellos encontraron la mayor producción de CAPE cuando la reacción se llevó a cabo a 

pH ácido (3.0-4.0) y sólo observaron trazas de CAPE a pH neutro. Estas diferencias pueden 

estar relacionadas a la enzima utilizada, ya que Kishimoto et al. (2005) usaron una 

clorogenato hidrolasa de A. japonicus. 

El pH puede afectar las reacciones enzimáticas en varias maneras. El pH puede 

modificar la ionización de los grupos funcionales del sitio activo y modificar su 

conformación. El pH también puede afectar la ionización del sustrato, modificando su 
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solubilidad y reactividad. Cambios extremos de pH puede afectar la estabilidad de la enzima 

y producir cambios irreversibles en su estructura (Segel, 1993).   

Efecto de la relación molar H2O/AOT (w0) 

Se estudió el efecto del grado de hidratación del surfactante (w0) sobre la síntesis 

enzimática de CAPE en microemulsiones. La w0 se define como la relación molar entre la 

concentración del agua y el surfactante en el sistema y determina el tamaño de las micelas 

reversas (Levashov y Klyachko, 2001). El valor de w0 se modificó agregando cantidades 

proporcionales de enzima y solución de sustrato, mientras que la concentración de surfactante 

se mantuvo constante (100 mM).  

Se observó un incremento en la constante cinética de producción de CAPE y en la 

concentración final de CAPE a mayores valores de w0 (Figura 9.8a, Tabla 9.8). Estos 

incrementos pueden estar relacionados a la mayor concentración inicial de enzima y sustrato, 

más que al grado de hidratación del surfactante. La conversión (93.99-96.78%) y el 

rendimiento (54.81-61.72%) son similares para los sistemas con valores de w0 entre 10 y 20 

y la concentración final de CAPE es proporcional a la concentración inicial de sustrato. 

 

 
Figura 9.8 Efecto del grado de hidratación del surfactante (a) y de la concentración del 

surfactante (b) sobre la síntesis enzimática de CAPE. Las reacciones se llevaron a cabo a 50 

°C y pH 6.0.  
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Tabla 9.8 Síntesis de CAPE en microemulsiones: efecto de la w0  

w0 
[ACL] inicial 

(mM) 
Rendimiento x 100 Rendimiento x 100  

Concentración  

(mM) 

5 0.124 91.36 ± 0.32 81.24 ± 2.42 0.092 ± 0.003 

10 0.246 93.99 ± 0.76 61.72 ± 3.40 0.143 ± 0.009 

15 0.365 96.50 ± 0.04 60.05 ± 0.28 0.212 ± 0.001 

20 0.483 96.78 ± 0.49 54.81 ± 1.38 0.256 ± 0.006 

*La conversión, el rendimiento y concentración final de CAPE corresponden a los valores 

experimentales.  

  

 

En el caso de la reacción usando la w0 de 5 se observó un rendimiento 

significativamente mayor a los obtenidos en los otros sistemas. Esto puede estar relacionado 

con la disminución de la actividad acuosa. La actividad acuosa de las emulsiones basadas en 

AOT es de aproximadamente 0.9 para una w0 = 10 y de 0.8 para una w0 = 5. Esta disminución 

en la actividad acuosa puede favorecer las reacciones de síntesis sobre las reacciones de 

hidrólisis (Carvalho y Cabral, 2000).  

Efecto de la concentración de surfactante (AOT) 

Se estudió el efecto de la concentración de AOT sobre la síntesis enzimática de CAPE 

manteniendo la w0 =5. Esto permitió aumentar la cantidad de agua en el sistema sin modificar 

la w0. La cantidad de agua se modificó añadiendo cantidades proporcionales de enzima y de 

solución concentrada de sustrato. Los resultados de este experimento se resumen en la Tabla 

9.9 y la Figura 9.8b. 

 

Tabla 9.9 Síntesis de CAPE en microemulsiones: efecto de la concentración de AOT 

[AOT]  

(mM) 

[ACL] inicial 

(mM) 
Conversión x 100 Rendimiento x 100 

Concentración  

(mM) 

100 0.124 91.36 ± 0.32 81.24 ± 2.42 0.092 ± 0.003 

200 0.246 95.44 ± 0.30 67.83 ± 2.39 0.159 ± 0.004 

300 0.365 96.70 ± 0.08 62.59 ± 1.87 0.221 ± 0.005 

400 0.483 96.95 ± 0.14 54.95 ± 1.06 0.257 ± 0.005 

*La conversión, el rendimiento y concentración final de CAPE corresponden a los valores 

experimentales.  
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Se observaron conversiones similares para los sistemas con concentración de AOT 

de 200 a 400 mM (95.44-96.95%). El rendimiento con la concentración 400 mM (54.95 ± 

1.06) fue menor al obtenido con las concentraciones 200 y 300 mM de AOT (62.59-67.83%). 

El mayor rendimiento se obtuvo con la concentración de AOT = 100 mM (81.24 ± 2.42%).  

La concentración final de CAPE fue proporcional a la concentración inicial de 

sustrato, y fue muy cercana a la obtenida a diferentes valores de w0, pero con la misma 

concentración de inicial ACL (Tablas 9.8 y 9.9). Se observó un incremento de la constante 

cinética (k1) con el aumento de la concentración de AOT (y de la concentración inicial de 

ACL y enzima). Sin embargo, la constante fue siempre menor a la obtenida con una 

concentración similar de ACL pero con una concentración de AOT = 100 mM. Para los 

siguientes experimentos se utilizó un sistema con una concentración de AOT = 100 mM y 

una w0 =20, ya que en este sistema se obtuvo la mayor concentración final de CAPE. 

Síntesis CAPE a partir de un extracto de PC catalizada por la hemicelulasa NS22002 

Se estudió la síntesis de CAPE catalizada por la enzima NS22002 en microemulsiones 

usando un extracto rico en ACL obtenido de la PC como sustrato. Se utilizaron las 

condiciones previamente seleccionadas (50 °C, pH 6, w0 = 20 y concentración de AOT 100 

mM) pero se sustituyó el ACL grado analítico por un extracto de PC con un contenido de 

ACL del 61.7% (obtenido en el capítulo 7). El extracto se disolvió en buffer de citratos 

fosfatos (pH 6, 50 mM) para dar una concentración 20 mM de ACL y se ajustó el pH de la 

solución a 6.0 con NaOH 2M.  

En la Figura 9.9 se muestran los perfiles de consumo de ACL y producción de AC y 

CAPE para las reacciones de transesterificación usando ACL y extracto de PC como 

sustratos. Se observó un comportamiento similar en ambas reacciones, independientemente 

de la pureza del sustrato. Se observó una conversión (95.48-95.49%) y un rendimiento similar 

en ambas reacciones. La constante cinética (k) fue mayor cuando se utilizó el ACL grado 

reactivo, probablemente debido a las impurezas presentes en el extracto de PC (Tabla 9.10). 
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Figura 9.9 Síntesis de CAPE en microemulsiones catalizada por Novozymes NS22002 en 

microemulsiones usando ACL (a) y un extracto de PC (b) como sustrato. Los marcadores 

representan los valores experimentales, las líneas representan los valores calculados con el 

modelo de pseudo primer orden. 

 

Tabla 9.10 Síntesis de CAPE en microemulsiones catalizada por una preparación enzimática 

comercial (NS22002) usando ACL y extracto de PC como sustrato 

Sustrato Conversión x 100 Rendimiento x 100 
k1 

(h-1) 

ACL 95.49 ± 1.15 53.57 ± 1.79 6.492 

Extracto de PC 95.48 ± 0.06 47.31 ± 0.16 3.148 

*La conversión y el rendimiento se calcularon con los valores experimentales. La constante 

de reacción (k) se estimó con el modelo de pseudo primer orden 

 

Estos resultados difieren de los obtenidos por Olguín-Gutiérrez (2010) para la síntesis 

enzimática de CAPE a partir de un extracto de cascarilla de café usando una lipasa 

inmovilizada de C. antarctica como biocatalizador (Novozym® 435) e isooctano como 

solvente de la reacción. Después de 148 h no observó formación de producto y atribuyó este 

resultado a las impurezas presentes en el extracto. El extracto utilizado en esa investigación 

tuvo un contenido de 88 mg de AC/g de extracto. En el presente trabajo utilizamos un extracto 

de PC parcialmente purificado (ver capítulo 7) el cual tiene un contenido de 617.1 mg de 

ACL/g de extracto.  
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9.5.4 Síntesis enzimática de CAPE en microemulsiones catalizada por extractos enzimáticos 

producidos en FMS 

Se evaluó la capacidad de 9 extractos enzimáticos producidos por Aspergillus spp 

para catalizar la síntesis de CAPE en microemulsiones. Los extractos fueron producidos en 

un sistema de FMS como se describió en el capítulo 8, se concentraron por ultrafiltración y 

se diluyeron con buffer de fosfatos (pH 6.5, 50 mM) para obtener extractos con la misma 

actividad volumétrica (1.7 U/mL). Estos extractos se utilizaron para catalizar la síntesis de 

CAPE por transesterificación entre ACL y 2-FE en el sistema de microemulsión previamente 

seleccionado (50 °C, pH 6, w0 = 20 y concentración de AOT 100 mM). La Figura 9.10 

muestra los perfiles de producción de CAPE obtenido con los extractos producidos por las 

diferentes cepas evaluadas. Los 9 extractos enzimáticos evaluados fueron capaces de 

catalizar la síntesis de CAPE a partir de ACL y 2-FE en el sistema de microemulsiones 

estudiado.  

 

Figura 9.10 Síntesis enzimática de CAPE en microemulsiones catalizada por extractos 

enzimáticos de Aspergillus spp producidos en FMS. Los marcadores representan los valores 

experimentales, las líneas representan los valores calculados con el modelo de pseudo primer 

orden 

 

Se observaron perfiles similares para todas las reacciones (ver anexo 3). Primero, el 

ACL es hidrolizado completamente a AC después, se observó la acumulación de CAPE a 

una tasa mucho más lenta. Este comportamiento corresponde al de un sistema de reacciones 
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en serie, el cual difiere del sistema de reacciones en paralelo observado en la síntesis de 

CAPE catalizada por la enzima comercial NS22002. Estas diferencias pueden estar 

relacionadas con el origen de las enzimas. De acuerdo con lo reportado en la bibliografía, la 

actividad clorogenato hidrolasa presente en la preparación comercial NS22002 puede estar 

relacionada a la presencia de una FAE tipo B o D de H. insolens (Faulds et al., 2002; Crepin 

et al., 2004). Mientras que la actividad clorogenato hidrolasa de los extractos enzimáticos 

puede deberse a una FAE tipo B o a una verdadera clorogenato hidrolasa. 

La FAE tipo B y D, así como la clorogenato hidrolasa son capaces de hidrolizar 

ésteres del AC, como el ACL. Sin embargo tienen diferencias estructurales importantes y, 

probablemente, diferentes mecanismos de acción. Para entender mejor las diferencias entre 

ambas reacciones es necesario purificar y caracterizar las enzimas utilizadas. 

En todos los casos se observó una conversión mayor al 90%. El rendimiento de las 

reacciones se fue bajo (4.51 a 12.39%), debido probablemente a la formación de AC (Tabla 

9.11). La concentración final de CAPE (después de 12 h) varió de 0.018 a 0.065 mM para las 

diferentes reacciones. El máximo rendimiento (11.74-12.39%) y la mayor concentración 

final de CAPE (0.056-0.059 mM) se obtuvo con los extractos producidos por A. japonicus 

AN5 y A. oryzae 2094. De acuerdo con estos resultados, los extractos producidos por estas 

dos cepas son adecuados para la síntesis de CAPE.  

 

Tabla 9.11 Síntesis de CAPE en microemulsiones catalizada por extractos enzimáticos de 

Aspergillus spp producidos en FMS 

Extracto enzimático Conversión x 100 Rendimiento x 100 k (h-1) 

A. awamori 3112 98.36 ± 0.05 5.00 ± 0.32 0.022 

A. japonicus AN5 98.38 ± 0.04 11.74 ± 1.78 0.027 

A. niger CH4 93.18 ± 0.65 4.50 ± 0.12 0.043 

A. niger GH1 98.07 ± 0.59 4.86 ± 0.24 0.036 

A. niger HT4 98.52 ± 0.28 4.51 ± 0.86 0.022 

A. niger PSH 98.45 ± 0.27 5.19 ± 0.55 0.024 

A. oryzae 2094 98.66 ± 0.22 12.39 ± 1.25 0.048 

A. oryzae 2095 98.39 ± 0.24 5.08 ± 0.38 0.013 

A. tamarii V12307 98.18 ± 0.54 6.93 ± 0.27 0.012 

*La conversión y el rendimiento se calcularon con los valores experimentales. La constante 

de reacción (k) se estimó con el modelo de pseudo primer orden 
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En el capítulo 8 se estudió la producción de enzimas con actividad clorogenato 

hidrolasa por hongos del género Aspergillus en un sistema de FMS. La mayor actividad 

clorogenato hidrolasa (0.786 ± 0.006 U/g ms) se obtuvo con A. oryzae 2094 a las 24 h. Sin 

embargo, esta actividad decayó a la mitad (0.403 ± 0.045 U/g ms), aproximadamente, a las 

40 h. Este decaimiento de la actividad enzimática puede deberse a la inestabilidad de la 

enzima o a la presencia de proteasas, lo cual no es deseable para una aplicación práctica, 

como la síntesis de CAPE. Por ello, para el siguiente experimento sólo se utilizó el extracto 

enzimático producido por A. japonicus AN5. 

Síntesis CAPE a partir de un extracto de PC catalizada por un extracto enzimático de A. 

japonicus 

Finalmente se estudió la síntesis enzimática de CAPE catalizada por un extracto 

enzimático concentrado producido por A. japonicus AN5 (actividad volumétrica = 13.1 

U/mL) en un sistema de microemulsión agua-AOT-isooctano previamente descrito (50 °C, 

pH 6.0, w0 = 20, concentración de AOT= 100 mM). La reacción se llevó a cabo utilizando 

ACL grado reactivo y un extracto de PC rico en ACL (pureza = 61.7%). La Figura 9.11 

muestra los perfiles de consumo de ACL y acumulación de AC y CAPE para las reacciones 

catalizadas por el extracto enzimático concentrado de A. japonicus AN5 utilizando ACL 

grado analítico y un extracto de PC. La Tabla 9.12 muestra los parámetros calculados para 

estas reacciones (conversión, rendimiento y constante de reacción). 

 

Tabla 9.12 Síntesis de CAPE en microemulsiones catalizada por un extracto enzimático 

concentrado de A. japonicus usando ACL (a) y extracto de PC (b) como sustrato 

Sustrato Conversión x 100 Rendimiento x 100 k (h-1) 

ACL 97.24 ± 0.30 37.10 ± 2.06 0.083 

Extracto PC 100.00 ± 0.00 34.48 ± 5.58 0.079 

*La conversión y el rendimiento se calcularon con los valores experimentales. La constante 

de reacción (k) se estimó con el modelo de pseudo primer orden 
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Figura 9.11 Síntesis enzimática de CAPE en microemulsiones catalizada por un extracto 

enzimático concentrado de A. japonicus usando ACL (a) y extracto de PC (b) como sustrato. 

Los marcadores representan los valores experimentales, las líneas representan los valores 

calculados con el modelo de pseudo primer orden. 

 

 

El rendimiento (11.74 ± 1.78%) y la constante de reacción (0.083 h-1) para la 

transesterificación entre ACL y 2-FE catalizada por el extracto enzimático concentrado de A. 

japonicus AN5 fue 3 veces mayor a la obtenida con el extracto enzimático estandarizado a 

1.7 U/mL. Esto se puede explicar al menos parcialmente debido a que la actividad enzimática 

del extracto concentrado es 7.7 veces mayor que la del extracto estandarizado. 

La conversión de la reacción de transesterificación fue mayor al 97% 

independientemente de la pureza del ACL. El rendimiento (34.48-37.10%.), las constantes 

de reacción (0.079-0.083 h-1) y la concentración final de CAPE (0.164-0.174 mM) fueron 

muy cercanas para ambas reacciones (Tabla 9.12). Esto difiere de lo encontrado por Olguín-

Gutiérrez (2010), quien no observó formación de CAPE a partir de un extracto de cascarilla 

de PC usando una lipasa inmovilizada (Novozym® 435) como catalizador e isooctano como 

solvente. 

El rendimiento de la reacción de transesterificación usando ACL (37.10 ± 2.06%) y 

el extracto de PC (34.48 ± 5.58) fue menor a la reportada por Kishimoto et al. (2005) para 

una clorogenato hidrolasa de A. japonicus en un sistema bifásico agua-2-FE (rendimiento = 
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50%) pero mayor a la reportada por Olguín-Gutiérrez (2010) para una clorogenato hidrolasa 

de A. ochraceus en un sistema bifásico agua-diisopropil éter (rendimiento = 9.4%). Las 

diferencias observadas en el rendimiento pueden estar relacionadas con el origen de la 

enzima, la pureza de la misma o a las características del sistema de reacción utilizado. 

Los resultados encontrados en este capítulo demuestran que es posible producir 

CAPE a partir del ACL presente en la PC. Esta transformación enzimática es posible usando 

enzimas comerciales y extractos enzimáticos producidos por FMS. Para llevar a cabo la 

síntesis enzimática de CAPE, no fue necesaria la purificación total de las enzimas ni los 

sustratos. 

9.6 Conclusiones 

En este capítulo se desarrollaron las metodologías para la síntesis enzimática de 

CAPE mediante reacciones de esterificación y transesterificación usando enzimas 

comerciales y extractos enzimáticos crudos como catalizadores.  

La lipasa inmovilizada de C. antarctica (Novozym® 435) es capaz de catalizar la 

síntesis de CAPE mediante una reacción de esterificación entre AC y 2-FE en isooctano con 

buenos rendimientos (88.74 ± 8.57%), pero no mediante una reacción de transesterificación 

entre ACL y 2-FE (rendimiento = 0.91 ± 0.30%). La adición de co-solventes más polares que 

el isooctano mejora la solubilidad del AC, pero no mejora el rendimiento de la reacción. 

La síntesis de CAPE en microemulsiones fue posible mediante de esterificación (AC 

+ 2-FE) y transesterificación (ACL + 2-FE) catalizadas por una lipasa (Lipozyme® CALB) 

y una hemicelulasa comercial (Novozymes NS22002). Las reacciones de esterificación y 

transesterificación catalizadas por CALB se llevaron a cabo con constantes de reacción muy 

baja (k = 0.0025-0.0027 h-1). Las reacciones catalizadas por NS22002 fueron mucho más 

rápidas (k 8 y 990 veces mayor para las reacciones de esterificación y transesterificación, 

respectivamente) comparada con las reacciones catalizadas por CALB. 

Los extractos enzimáticos producidos por Aspergillus spp en FMS son capaces de 

catalizar síntesis de CAPE mediante reacción de transesterificación (ACL + 2-FE). La 

reacción de transesterificación del ACL catalizada por la enzima comercial NS22002 y por 
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extractos con actividad clorogenato hidrolasa es posible usando ACL grado analítico, así 

como extractos ricos en ACL obtenidos de la PC. 

Los rendimientos obtenidos para las reacciones estudiadas tienen rendimiento de 

bajos a regulares (34-53%). Para mejorar estos rendimientos es necesario realizar una 

caracterización más detallada de las enzimas y los sistemas de reacción utilizados. 

La caracterización cinética de las reacciones establece las bases técnicas y criterios 

objetivos para el diseño de reactores enzimáticos dedicados a la síntesis de CAPE.  
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10. Conclusiones generales  

En el presente trabajo desarrollamos metodologías para la extracción, purificación y 

transformación enzimática del ACL de la PC. Se hicieron contribuciones significativas al 

conocimiento del contenido y distribución de AHCs en este subproducto y se establecieron 

las condiciones para producir extractos enzimáticos capaces de catalizar la síntesis de CAPE 

a partir de ACL y 2-FE. 

Los AHCs de la PC se encuentran principalmente de la fracción soluble (81-97%). El 

ACL es el compuesto más abundante en esta fracción y representa del 94 al 99% de los AHCs 

solubles. El contenido de AHCs en la CP depende de la variedad y el grado de madurez del 

fruto del que proviene. El mayor contenido de AHCs y ACL lo encontramos en los frutos 

semi-maduros de las variedades Garnica. Sin embargo, la disponibilidad de estas variedades 

es limitada. Por ello se prefirió utilizar la PC obtenida de un proceso comercial para la 

extracción, purificación y transformación enzimática del ACL. 

Se diseñó una estrategia para extraer y purificar el ACL de la PC basada en la 

extracción asistida por microondas (EAM), la cromatografía en Amberlita XAD 16 y HPLC 

semi-preparativo usando una columna C18. La EAM permite una alta recuperación del ACL 

de la PC (71.6% del ACL total) en un corto tiempo de extracción (4 min) mediante un proceso 

sencillo, reproducible y sin utilizar solventes tóxicos. La metodología diseñada para la 

purificación conduce a la obtención un extracto rico en ACL con una pureza del 61.7%.  

Se identificaron 9 cepas de Aspergillus spp capaces de producir enzimas con actividad 

clorogenato hidrolasa en un sistema de FMS con extracto de café verde como fuente de 

carbono y de inductores. Se observaron diferencias en los perfiles de producción de CO2, 

consumo de ACL, acumulación de productos de la hidrólisis del ACL y producción de 

actividad clorogenato hidrolasa durante la FMS con las diferentes cepas fúngicas. De acuerdo 

con el modelo de Luedeking-Piret, la producción de la actividad clorogenato hidrolasa de las 

9 cepas está asociada al crecimiento ( > 0). Los parámetros calculados con este modelo 

permitieron dividir a las cepas en dos grupos. En el primero (cepas de A. japonicus y A. niger) 

el parámetro β fue despreciable. En el segundo grupo (cepas de A. awamori, A. oryzae y A. 
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tamarii) el parámetro β fue negativo, lo que indica un decaimiento de la actividad enzimática. 

Para fines prácticos, las cepas del grupo 1 son preferibles. 

Finalmente se estudió la síntesis enzimática de CAPE mediante reacciones de 

esterificación y transesterificación usando enzimas comerciales y extractos enzimáticos 

crudos como catalizadores. Se realizó la caracterización cinética de las reacciones 

estableciendo así las bases técnicas y criterios objetivos para el diseño de reactores 

enzimáticos dedicados a la síntesis de CAPE. 

La lipasa inmovilizada de C. antarctica (Novozym® 435) es capaz de catalizar la 

síntesis de CAPE mediante una reacción de esterificación entre AC y 2-FE (83.28-88.74%) 

usando isooctano como solvente, pero no por transesterificación entre ACL y 2-FE 

(rendimiento = 0.91 ± 0.30%). Las reacciones de esterificación (AC + 2-FE) y 

transesterificación (ACL + 2-FE) catalizadas por la hemicelulasa NS22002 en 

microemulsiones fueron mucho más rápidas (k 8 y 990 veces mayor para las reacciones de 

esterificación y transesterificación, respectivamente) comparada con las reacciones 

catalizadas por CALB.  

La reacción de transesterificación del ACL catalizada por la enzima comercial 

NS22002 y por extractos con actividad clorogenato hidrolasa es posible usando ACL grado 

analítico y como extractos ricos en ACL obtenidos de la PC. Los rendimientos obtenidos 

usando un extracto enzimático concentrado de A japonicus AN5 (34.48-37.10%) son 

menores a los obtenidos con la enzima comercial NS22002 (47.31-53.57%), pero mayores a 

los reportados en la literatura para una clorogenato hidrolasa de A. ochraceus (9.4%). Para 

mejorar estos rendimientos es necesario realizar una caracterización más detallada de las 

enzimas y los sistemas de reacción utilizados.  

Los resultados obtenidos en el presente trabajo demuestran que es posible obtener 

CAPE a partir del ACL presente en la PC mediante procesos de separación, fermentación y 

síntesis enzimática. La metodología propuesta puede servir para dar un valor agregado a un 

subproducto agroindustrial abundante en nuestro país y que actualmente se encuentra 

subutilizado (PC). Sin embargo, se requiere de mayor investigación para optimizar estos 

procesos y hacerlos económicamente más atractivos 
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12. Anexos 

Anexo 1. Modelos usados para la estimación de parámetros cinéticos de la FMS

Tabla A1.1 Modelos utilizados para describir el crecimiento, consumo de sustrato y 

formación de producto 

Modelo Forma diferencial Forma integral 
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En donde: 

dCO2/dt =  Tasa de producción de CO2 

µCO2   =  Tasa específica de producción de CO2  

CO2   =  Producción acumulada de CO2  

CO2max  =  Máxima producción de CO2  

CO2 0  = CO2 producido cuando t = 0  

dO2/dt   =  Tasa de consumo de O2 

YCO2/O2  =  Rendimiento respiratorio asociado al crecimiento  

mO2   =  Coeficiente de consumo de O2 no asociado al crecimiento 

O2 0  = O2 consumido cuando t = 0  

dP/dt   =  Tasa de formación de producto  

α   =  Coeficiente asociado al crecimiento  

β   =  Coeficiente no asociado al crecimiento 

P0  = Concentración del producto cuando t = 0  
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Anexo 2. Material suplementario del capítulo 8 

 

Figura A2.1 Cambios en la humedad durante la FMS en columnas. 

 

 

Figura A2.2 Evolución del pH durante la FMS en columnas. 
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Figura A2.3 Consumo de ACL durante la FMS en columnas. 

 

 

 

Figura A2.4 Evolución del AC durante la FMS en columnas. 
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Figura A2.5 Evolución del AQ durante la FMS en columnas. 

 

 

Figura A2.6 Consumo de maltosa durante la FMS en columnas. 
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Figura A2.7 Evolución de la concentración de glucosa durante la FMS en columnas. 
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Anexo 3. Parámetros estimados para la simulación de las reacciones enzimáticas 

 

Tabla A3.1 Parámetros utilizados para el modelamiento de la síntesis de CAPE mediante 

reacciones de esterificación y transesterificación catalizadas por Novozym® 435 en 

isooctano (Figura 9.4). 

Sustrato 
k1 

(h-1) 

k2 

(h-1) 

k3 

(h-1) 

k4 

(h-1) 

ACL0 

(mM) 

AC0 

(mM) 

CAPE0 

(mM) 

AC 0.0175     0.0000 0.0004 

ACL 0.0004 0.0081 0.0568 0.0525 3.1029 0.0000 0.0004 

*CAPE0 corresponde al valor observado de CAPE cuando t = 0. Los demás parámetros se 

estimaron usando un modelo de pseudo primer orden.  

 

 

Tabla A3.2 Parámetros utilizados para el modelamiento de la síntesis de CAPE mediante 

una reacción esterificación catalizada por Novozym® 435 en diferentes sistemas de solventes 

(Figura 9.5). 

Solvente k1 (h-1) AC0 (mM) CAPE0 (mM) 

Isooctano 0.0175 3.5030 0.0015 

Isooctano + THF 0.0167 1.7177 0.0750 

Isooctano + acetona 0.0069 1.8171 0.0504 

Terbutanol 0.0020 2.1584 0.0227 

Terbutanol + DMSO 0.0027 2.6624 0.0178 

Terbutanol + DMF 0.0015 2.1700 0.0207 

*CAPE0 corresponde al valor observado de CAPE cuando t = 0. Los demás parámetros se 

estimaron usando un modelo de pseudo primer orden. 

 

 

Tabla A3.3 Parámetros utilizados para el modelamiento de la síntesis de CAPE mediante 

reacciones de esterificación y transesterificación en microemulsiones (Figura 9.6). 

Enzima Sustrato 
k1 

(h-1) 

k2 

(h-1) 

k3 

(h-1) 

k4 

(h-1) 

ACL0 

(mM) 

AC0 

(mM) 

CAPE0 

(mM) 

CALB AC 0.0025     0.2339 0.0000 

CALB ACL 0.0027 0.0108 0.0177 0.0614 0.2363 0.0000 0.0000 

NS22002 AC 0.0198     0.2621 0.0129 

NS22002 ACL 2.7178 0.0000 0.0000 0.0058 0.0867 0.1141 0.0684 

*CAPE0 corresponde al valor observado de CAPE cuando t = 0. Los demás parámetros se 

estimaron usando un modelo de pseudo primer orden. 
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Tabla A3.4 Parámetros utilizados para el modelamiento de la síntesis enzimática de CAPE 

por transesterificación en microemulsiones a diferentes temperaturas (Figuras 9.7a y A4.1). 

Temperatura 

(°C) 

k1 

(h-1) 

k2 

(h-1) 

k3 

(h-1) 

k4 

(h-1) 

ACL0 

(mM) 

AC0 

(mM) 

CAPE0 

(mM) 

30 0.365 0.001 0.061 0.000 0.167 0.021 0.022 

40 0.746 0.090 0.024 0.000 0.134 0.042 0.037 

50 1.010 0.136 0.247 0.015 0.196 0.014 0.014 

60 0.577 0.004 0.199 0.000 0.153 0.020 0.022 

70 0.540 0.233 0.106 0.087 0.113 0.024 0.018 

*CAPE0 corresponde al valor observado de CAPE cuando t = 0. Los demás parámetros se 

estimaron usando un modelo de pseudo primer orden (reacciones en paralelo). 

 

 

 

 

Tabla A3.5 Parámetros utilizados para el modelamiento de la síntesis enzimática de CAPE 

por transesterificación en microemulsiones a diferentes valores de pH (Figuras 9.7b y A4.2). 

pH 
k1 

(h-1) 

k2 

(h-1) 

k3 

(h-1) 

k4 

(h-1) 

ACL0 

(mM) 

AC0 

(mM) 

CAPE0 

(mM) 

4 0.559 0.244 0.106 0.086 0.195 0.008 0.007 

5 1.320 0.112 0.389 0.006 0.177 0.016 0.020 

6 1.389 0.000 0.513 0.000 0.159 0.023 0.028 

7 2.881 0.002 0.331 0.000 0.086 0.064 0.059 

8 2.539 0.314 0.757 0.040 0.101 0.052 0.069 

*CAPE0 corresponde al valor observado de CAPE cuando t = 0. Los demás parámetros se 

estimaron usando un modelo de pseudo primer orden (reacciones en paralelo). 

 

 

 

 

 

Tabla A3.6 Parámetros utilizados para el modelamiento de la síntesis enzimática de CAPE 

por transesterificación en microemulsiones a diferentes valores de w0 (Figuras 9.8a y A4.3). 

w0 
k1 

(h-1) 

k2 

(h-1) 

k3 

(h-1) 

k4 

(h-1) 

ACL0 

(mM) 

AC0 

(mM) 

CAPE0 

(mM) 

5 0.942 0.096 0.321 0.071 0.114 0.003 0.010 

10 1.389 0.000 0.513 0.000 0.159 0.023 0.028 

15 2.496 0.000 0.850 0.000 0.216 0.050 0.058 

20 4.513 0.001 0.006 0.000 0.188 0.144 0.089 

*CAPE0 corresponde al valor observado de CAPE cuando t = 0. Los demás parámetros se 

estimaron usando un modelo de pseudo primer orden (reacciones en paralelo). 
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Tabla A3.7 Parámetros utilizados para el modelamiento de la síntesis enzimática de CAPE 

por transesterificación en microemulsiones a diferentes concentraciones de AOT (Figuras 

9.8b y A4.4). 

Conc. AOT 

(mM) 

k1 

(h-1) 

k2 

(h-1) 

k3 

(h-1) 

k4 

(h-1) 

ACL0 

(mM) 

AC0 

(mM) 

CAPE0 

(mM) 

100 0.942 0.096 0.321 0.071 0.114 0.003 0.010 

200 1.218 0.000 0.465 0.000 0.107 0.049 0.071 

300 1.931 0.003 0.333 0.000 0.165 0.077 0.071 

400 1.443 0.000 0.480 0.004 0.225 0.075 0.071 

*CAPE0 corresponde al valor observado de CAPE cuando t = 0. Los demás parámetros se 

estimaron usando un modelo de pseudo primer orden (reacciones en paralelo). 

 

 

Tabla A3.8 Parámetros utilizados para el modelamiento de la síntesis de CAPE en 

microemulsiones catalizada por NS22002 usando ACL y extracto de PC como sustrato 

(Figura 9.9) 

Sustrato 
k1 

(h-1) 

k2 

(h-1) 

k3 

(h-1) 

k4 

(h-1) 

ACL0 

(mM) 

AC0 

(mM) 

CAPE0 

(mM) 

ACL 6.492 0.606 0.057 0.000 0.157 0.154 0.101 

Extracto de PC 3.148 0.002 0.784 0.000 0.146 0.118 0.106 

*CAPE0 corresponde al valor observado de CAPE cuando t = 0. Los demás parámetros se 

estimaron usando un modelo de pseudo primer orden (reacciones en paralelo). 

 

 

Tabla A3.9 Parámetros utilizados para el modelamiento de la síntesis de CAPE en 

microemulsiones catalizada por extractos enzimáticos de Aspergillus spp. (Figuras 9.10 y 

A4.5). 

Extracto enzimático 
k1 

(h-1) 

k2 

(h-1) 

k3 

(h-1) 

k4 

(h-1) 

ACL0 

(mM) 

AC0 

(mM) 

CAPE0 

(mM) 

A. awamori 3112 269.007 8.305 0.022 0.387 0.366 0.079 0.000 

A. japonicus AN5 258.055 6.368 0.027 0.171 0.324 0.119 0.006 

A. niger CH4 260.787 12.610 0.043 0.872 0.369 0.070 0.001 

A. niger GH1 277.205 0.000 0.036 0.646 0.299 0.134 0.001 

A. niger HT4 76.870 1.904 0.022 0.416 0.402 0.035 0.000 

A. niger PSH 272.551 4.533 0.024 0.414 0.316 0.107 0.000 

A. oryzae 2094 80.297 2.238 0.048 0.301 0.421 -0.006 0.000 

A. oryzae 2095 15.073 0.315 0.013 0.193 0.424 -0.004 0.000 

A. tamarii V12307 277.239 0.076 0.012 0.121 0.424 0.024 0.000 

*CAPE0 corresponde al valor observado de CAPE cuando t = 0. Los demás parámetros se 

estimaron usando un modelo de pseudo primer orden (reacciones en serie). 
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Tabla A3.10 Parámetros utilizados para el modelamiento de la síntesis de CAPE en 

microemulsiones catalizada por un extracto enzimático concentrado de A. japonicus AN5 

usando ACL y extracto de PC como sustrato (Figura 9.11) 

Sustrato 
k1 

(h-1) 

k2 

(h-1) 

k3 

(h-1) 

k4 

(h-1) 

ACL0 

(mM) 

AC0 

(mM) 

CAPE0 

(mM) 

ACL 238.192 6.145 0.083 0.093 0.026 0.385 0.009 

Extracto de PC 62.073 0.131 0.079 0.100 0.037 0.360 0.007 

*CAPE0 corresponde al valor observado de CAPE cuando t = 0. Los demás parámetros se 

estimaron usando un modelo de pseudo primer orden (reacciones en serie). 
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Anexo 4. Simulación de las reacciones enzimáticas estudiadas 

 
Figura A4.1 Síntesis de CAPE en microemulsiones: efecto de la temperatura. Los 

marcadores representan los valores experimentales, las líneas representan los valores 

calculados con el modelo de pseudo primer orden. 
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Figura A4.2 Síntesis de CAPE en microemulsiones: efecto del pH. Los marcadores 

representan los valores experimentales, las líneas representan los valores calculados con el 

modelo de pseudo primer orden. 
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Figura A4.3 Síntesis de CAPE en microemulsiones: efecto de w0. Los marcadores 

representan los valores experimentales, las líneas representan los valores calculados con el 

modelo de pseudo primer orden. 

 



12. Anexos 

 

Extracción, purificación y transformación enzimática del ACL de la PC             154 

 
Figura A4.4 Síntesis de CAPE en microemulsiones: efecto de la concentración de AOT. Los 

marcadores representan los valores experimentales, las líneas representan los valores 

calculados con el modelo de pseudo primer orden. 
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Figura A4.5a Síntesis de CAPE en microemulsiones catalizada por extractos enzimáticos 

producidos por FMS. Los marcadores representan los valores experimentales, las líneas 

representan los valores calculados con el modelo de pseudo primer orden. 
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Figura A4.5b Síntesis de CAPE en microemulsiones catalizada por extractos enzimáticos 

producidos por FMS. Los marcadores representan los valores experimentales, las líneas 

representan los valores calculados con el modelo de pseudo primer orden. 
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Anexo 5. Curvas de calibración utilizadas para la cuantificación de AHCs 

 

Figura A5.1 Curva de calibración de ACL 

 

Figura A5.2 Curva de calibración de AC 
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Figura A5.3 Curva de calibración de ApC 

 

Figura A5.4 Curva de calibración de AF 
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Anexo 6. Publicaciones y presentaciones en congresos 

Presentaciones en congresos: 

Rodríguez-Durán, L.V., Ramírez-Coronel, M.A., Favela-Torres, E., Aguilar-González, C.N., 

Saucedo-Castañeda, G. (2012) Changes in hydroxycinnamic acids content of coffee pulp 

during ripening of coffee cherries. 5th International Congress Food Science and Food 

Biotechnology for Developing Countries. Nuevo Vallarta, Nayarit (Cartel). 

Rodríguez-Durán, L.V., Ramírez-Coronel, M.A., Favela-Torres, E., Aguilar-González, C.N., 

Saucedo-Castañeda, G. (2013). Screening of Coffea arabica cultivars for the 

biotechnological extraction of hydroxycinnamic acids. XV Congreso Nacional de 

Biotecnología y Bioingeniería. Cancún, Quintana Roo (Cartel). 
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