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Resumen

La pulpa de cafe (PC) es el principal subproducto solido derivado del beneficio
hdmedo del café y representa alrededor del 40% del peso fresco del fruto. Anualmente se
producen més de 400 000 toneladas de PC en México y las aplicaciones tradicionales s6lo
aprovechan una fraccién de este subproducto. Por ello, es necesario encontrar usos
alternativos para la PC. Una de las aplicaciones mas prometedoras para valorizar este
subproducto consiste en la obtencion de valiosos compuestos naturales con actividades
biologicas. En el presente trabajo se desarrollaron metodologias para la extraccion y
purificacion del acido clorogénico (ACL) de la PC, el cual se utilizd para la sintesis

enzimatica de éster fenetilico del acido cafeico (CAPE).

En la primera etapa experimental, se analizé el contenido de &cidos hidroxicindmicos
(AHCs) solubles e insolubles de la PC obtenida de frutos de siete variedades en tres diferentes
estados de madurez, asi 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 fraccion soluble en metanol (68-97%) de la PC. El ACL fue el &cido
fenolico méas abundante en la fraccidn soluble (94-98%), mientras que el &cido cafeico (AC)

fue el &cido fendlico mas abundante en la fraccion insoluble (72-88%).

El contenido total de AHCs de la PC se increment6 del estado inmaduro (2.0-10.7
mg/g PC) al estado semi-maduro (7.4-25.5 mg/g PC) pero disminuyé en el estado maduro
(3.0-6.5 mg/g PC) para seis de las siete variedades analizadas. EI mayor contenido de AHCs
(25.2-25.5 mg/g PC) se encontr en la PC obtenida de los frutos semi-maduros de las
variedades Garnica Rojo y Garnica Amarillo. Sin embargo, se seleccioné la PC obtenida del

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

En una segunda etapa se desarrollé una metodologia para la extraccion y purificacion
rapida del ACL de la PC. El protocolo final consistio en una extraccion asistida por
microondas (EAM) seguida de una cromatografia en una columna empacada con amberlita
XAD-16 y una cromatografia en HPLC semi-preparativo usando una columna C18. Con la
EAM se recupero el 71.6% del ACL total de la PC en un corto tiempo de extraccion (4 min)
mediante un proceso rapido, sencillo y reproducible. La metodologia propuesta para la



purificacion del ACL permitio la obtencidn un extracto con una pureza del 61.7% con un

rendimiento del 43.4% en un proceso rapido.

Posteriormente se evaluaron 10 cepas fungicas por su capacidad para crecer en placas
de agar con ACL como Unica fuente de carbono, formar halos de hidrolisis de ACL y producir
enzimas con actividad clorogenato hidrolasa en un sistema de fermentacion en medio sélido
(FMS). De las 10 cepas evaluadas, las del género Aspergillus produjeron halos de hidrolisis

y actividad clorogenato hidrolasa.

Se encontraron diferencias entre los perfiles de produccion de actividad clorogenato
hidrolasa, actividad méxima y productividad obtenidas con diferentes microorganismos. Sin
embargo estas diferencias no fueron determinantes para seleccionar una cepa para la
produccion de actividad clorogenato hidrolasa. Por ello, los extractos producidos por las
nueve cepas del género Aspergillus se probaron como catalizadores para la sintesis
enzimatica de CAPE a partir de AC, ACL y extractos ricos en ACL obtenidos de la PC.

En la ultima etapa se estudio la sintesis enziméatica de CAPE catalizada por enzimas
comerciales y extractos enzimaticos producidos por FMS. La lipasa B de C. antarctica
inmovilizada (Novozym® 435) es capaz de catalizar la sintesis de CAPE por esterificacion
entre AC vy alcohol fenetilico (2-FE), pero no por transesterificacién entre ACL y 2-FE
(rendimiento < 1%) usando isooctano como medio de reacciéon. El uso de disolventes y
cosolventes mas polares mejoré la solubilidad del AC, pero no increment6 el rendimiento de

la reaccion.

Las reacciones de esterificacion entre AC y 2-FE y de transesterificacion entre ACL
y 2-FE en microemulsiones (agua-AOT-isooctano) catalizadas por la hemicelulasa NS22002
fueron mucho mas rapidas 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

esterificacion y transesterificacion, respectivamente).

La sintesis enzimatica de CAPE catalizada por NS22002 y por extractos enzimaticos
producidos en FMS fue posible usando ACL grado analitico, asi como extractos ricos en
ACL obtenidos de la PC. Los rendimientos obtenidos usando un extracto enzimatico
concentrado de A japonicus AN5 (34.48-37.10%) fueron menores a los obtenidos con la

Vi



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

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

Durante la sintesis enzimatica de CAPE a partir de ACL en microemulsiones se
observo la formacion de AC por hidrolisis del ACL. En el sistema catalizado por la
hemicelulasa NS22002, la acumulacién de AC y CAPE ocurri6 de manera simultanea
(reacciones en paralelo). Mientras que en el sistema catalizado por los extractos enzimaticos
de Aspergillus spp., la acumulacion de AC y CAPE se dio de manera secuencial (reacciones
en serie). La concentracion 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 metodologia desarrollada puede utilizarse para dar un valor agregado a un subproducto
agroindustrial actualmente subutilizado en nuestro pais. Sin embargo, se requiere de mayor

investigacion para optimizar estos procesos y hacerlos economicamente mas 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,



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. Introduccién

1. Introduccion

La pulpa de cafe (PC) es el principal subproducto solido derivado del beneficio
hamedo 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 sélo una fraccion de la PC
disponible. Por ello, es necesario encontrar usos alternativos para este subproducto (Murthy
y Naidu, 2012).

Una de las aplicaciones potenciales mas prometedoras de la PC consiste en la
extraccion de compuestos fenolicos presentes en este subproducto. Mediante este
procedimiento se pueden obtener compuestos con importantes actividades bioldgicas y
diversas aplicaciones industriales. Ademas, la PC libre de compuestos fendlicos puede ser
utilizada para alguna de las aplicaciones tradicionales antes mencionadas.

El &cido clorogénico (ACL) es el acido fendlico méas 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 &cidos
hidroxicindmicos (AHCs) y derivados presentes en la PC (Ramirez-Martinez, 1988; Clifford
y Ramirez-Martinez, 1991a; Ramirez-Coronel et al., 2004). EI ACL puede ser hidrolizado
guimica o enziméaticamente para obtener cantidades equimolares de acido cafeico (AC) y
acido quinico (AQ). Estos compuestos tienen propiedades bioldgicas interesantes que pueden
dar lugar a aplicaciones industriales. El AQ es utilizado como materia prima para la sintesis
asimétrica de compuestos naturales y derivados, como el &cido shikimico (Barco et al., 1997).
El acido shikimico se usa como sustrato para la sintesis comercial del oseltamivir, el
compuesto activo en algunos antivirales como el Tamiflu® (Jiang y Singh, 1998). EI ACL y
el AC tienen propiedades antioxidantes, antivirales, anticancerigenas y antiinflamatorias (Lin
y Yan, 2012). Ademas, pueden ser utilizados para la sintesis de compuestos bioactivos como
el éster fenetilico del acido cafeico (CAPE) (LeBlanc et al., 2012).

El CAPE es uno de los principales compuestos activos del propéleo (un producto de
las abejas). EI CAPE presenta actividad biologicas importantes como: antioxidante,
antiinflamatoria, antiviral, inmunomodulatoria, anti-invasiva, carcinostatica, 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. Ademas, la purificacion del CAPE obtenido de fuentes naturales es complicada. Por
ello, se han buscado métodos para la sintesis de CAPE (Ye et al., 2012).

Los métodos quimicos utilizados involucran tiempos de preparacion de hasta 96 h
con rendimientos variables del 30 al 86% (Zhang et al., 2014 vy las referencias citadas). Los
métodos enzimaticos publicados consisten, en su mayoria en la esterificacion de AC y
alcohol fenetilico (2-FE) catalizada por preparaciones comerciales de lipasas inmovilizadas.
En estas reacciones se alcanzan altos rendimientos (90-100%) con tiempos de reaccion
prolongados (48-60 h) y requieren grandes cantidades de biocatalizador (hasta 15 mg de
biocatalizador/mg de AC) debido a las bajas tasas de reaccion (Widjaja et al., 2008; Chen et
al., 2010). Estas bajas tasas de reaccion pueden estar asociadas con la baja afinidad por los

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

Una alternativa para incrementar las tasas de reaccion y reducir el tiempo necesario
para la sintesis enzimatica 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 estudio la sintesis enzimatica de CAPE a partir de ACL
obtenido de la PC. Se caracterizd la composicion de diferentes variedades de café en tres
estados de madurez en funcién de su contenido de AHCs. Se extrajo y se purifico el ACL de
la PC, el cual se transformé enzimaticamente. Las reacciones de sintesis de CAPE fueron
modeladas matematicamente, lo cual permiti6 comparar cuantitativamente las diferentes
reacciones estudiadas. La transesterificacion de ACL a CAPE se llevé a cabo utilizando
enzimas comerciales con actividad clorogenato hidrolasa asi como extractos enzimaticos

producidos por hongos filamentosos en un sistema de fermentacion en medio sélido (FMS).

En el capitulo 6 se presenta la caracterizacion del material vegetal (PC). Se analizé el
contenido de AHC:s libres y esterificados de la PC obtenida de frutos de siete variedades en
tres diferentes estados de madurez, asi como una muestra de PC obtenida de un proceso
comercial. En el capitulo 7 se desarrollaron metodologias para la extraccion rapida de AHCs
de la PC. Posteriormente se utilizaron cromatografias en columna para obtener un extracto

rico en ACL a partir de un extracto etanolico de PC.
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En el capitulo 8 se describe la produccion de extractos enzimaticos con actividad
clorogenato hidrolasa. Se evaluaron 10 cepas fungicas por su capacidad para crecer en placas
de agar con ACL como Unica fuente de carbono y formar halos de hidrdlisis. Las cepas
capaces de crecer en este medio se utilizaron para la produccion de enzimas con actividad
clorogenato hidrolasa en fermentacion en medio solido (FMS). Finalmente, en el capitulo 9
se estudio la sintesis enzimatica 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

enzimaticos con actividad clorogenato hidrolasa producidas por FMS.
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2. Revision bibliografica

En México, la produccion de café ocupa una superficie de cultivo de 791,916 Ha y es
la principal actividad econdmica de mas de 4,500 comunidades en doce Estados de la
Republica, de las cuales el 60% son de poblacion indigena. La agroindustria del café
mexicano genera anualmente mas de 700 mil empleos directos e indirectos, de los que
dependen mas de 3 millones de personas. Por ello, la cafeticultura tiene una gran importancia
econOdmica y social para nuestro pais (Gémez-Crespo, 2001; SIAP, 2015). Por otra parte, la
agroindustria cafetalera también es una fuente importante de residuos y contaminacion. Se
estima que esta industria genera en México mas de medio millon de toneladas de

subproductos solidos al afio (Valdez-Vazquez et al., 2010).
2.1 Pulpa de café (PC)

La PC es el principal subproducto sélido derivado del beneficio hiumedo 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 toxicos y anti-nutricionales limita
su uso en diversas aplicaciones, como en la alimentacion animal (Ulloa et al., 2004). Ademas,
la PC fresca tiene un alto contenido de humedad (alrededor del 77%), lo cual dificulta su

manejo y transporte (Bressani, 1979a).

En el afio 2014 se produjeron 1166 millones de toneladas de café cereza (SIAP, 2015),
de los cuales el 86% se procesaron mediante el beneficio himedo (SIAP, 2005), generando
mas de 400 mil toneladas de PC fresca. Esto es més 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 pais, por lo que gran parte de la PC generada en México es almacenada
cerca de los beneficios, produciendo malos olores, problemas de contaminacion al manto

freatico y la eutrofizacion de rios 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 podrian ser utilizados en la
alimentacion animal. Sin embargo, su alto contenido de compuestos toxicos 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 alimentacion sin un efecto
negativo en su crecimiento. Sin embargo, para otros animales, como los gallos, el limite es
tan bajo como el 5% en peso (Noriega-Salazar et al., 2008). Una alternativa para el
aprovechamiento de la PC consiste en la detoxificacion del residuo previo a su uso como
alimento animal. La detoxificacion de la PC se ha llevado a cabo mediante ensilaje y/o FMS

con hongos filamentosos (Perraud-Gaime y Roussos, 1997; Ramirez-Martinez, 1999).

Tabla 2.1 Aplicaciones y usos potenciales de la PC

Producto Referencia (s)

Alimento animal (Ramirez-Martinez, 1999)
Fertilizante organico (Aranda et al., 2004)
Combustible sélido (Musisi, 2009)

Bioetanol (Shenoy et al., 2011)

Biogas (Calzada et al., 1981)

Hongos comestibles (Martinez-Carrera et al., 2000)
Aromas (Medeiros et al., 2003)
Compuestos fendlicos (Torres-Mancera et al., 2011)
Enzimas (a-amilasa, xilanasa, pectinasa, lacasa, (Boccas et al., 1994; Sobal et al.,
tanasa, FAE, clorogenato hidrolasa, etc.) 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 organico, principalmente para fertilizar
los arboles 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 composicion
quimica de 1 kg de fertilizante organico 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 energia en el beneficio
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cuando se utiliza el secado mecanico. Sin embargo, no en todos los beneficios se usa este
proceso. La aplicacion de la PC como combustible; es muy limitada, debido a su baja
densidad energética. Una alternativa para el aprovechamiento de la PC es la produccién de

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

La PC también ha sido empleada para la produccién de combustibles gaseosos. Se ha
reportado que se pueden producir 133 m® de biogés a partir de la digestion anaerobia de una
tonelada de PC. Esto equivale al contenido energético de 100 L de petroleo (Pandey et al.,
2000). El principal inconveniente de este proceso es el bajo valor econémico del biogas,
alrededor de 0.4 USD por m? asi 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

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

La PC es un buen sustrato para la produccién de hongos comestibles como Pleurotus,
Lentinula y Auricularia (Martinez-Carrera et al., 2000). En México, el cultivo rural de setas
usando PC como sustrato comenz6 en 1989 en una comunidad indigena de Puebla, y se ha
extendido a otras regiones del pais debido a las ventajas sociales, econémicas y ecoldgicas
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 econdmicos

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

Se ha estudiado la produccién 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
volatiles durante el cultivo, de los cuales el acetato de etilo y el etanol fueron los mas

abundantes.

La PC se ha utilizado como sustrato para la produccién de diferentes enzimas por
FMS. Se ha aprovechado la composicion de la PC para la produccién de enzimas que actuan
sobre compuestos fenolicos, 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 produccion de enzimas
degradadoras de carbohidratos, como pectinasas (Boccas et al., 1994; Nava et al., 2011),
xilanasa (Murthy y Naidu, 2011) y a-amilasa (Murthy et al., 2009).
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Una aplicacion que ha llamado la atencidon recientemente es la extraccion de
compuestos fendlicos presentes en la PC. Esto se puede llevar a cabo mediante procesos
quimicos o bioldgicos, como la aplicacion de enzimas o por la biotransformacion por
microorganismos mediante FMS (Ramirez-Coronel et al., 2004; Arellano-Gonzalez et al.,
2011; Torres-Mancera, 2013).

2.1.2 Composicion de la PC

La PC fresca tiene un alto contenido de humedad (mayor al 70%), lo cual dificulta su
manejo. Para la mayoria de las aplicaciones, la PC debe secarse para evitar el crecimiento
microbiano durante el almacenamiento. En la Tabla 2.2 se muestra la composicion quimica

de la PC seca.

Tabla 2.2 Composicién quimica de la PC

Componente Contenido (% p/p bs)**

Andlisis proximal

Grasa cruda 1.3-3.38
Fibra cruda 16.2 - 35.2
Proteina 8.0-15.0
Cenizas 50-95
Extracto libre de N 42.7 - 63.5
Carbohidratos* 66.5 - 84.4

Componentes de la pared celular

Celulosa 10.5-28.6
Hemicelulosa 1.0-155
Lignina 12.2-22.8
Otros componentes organicos

Taninos 0.7-4.6

Cafeina 0.7-1.8

*Carbohidratos = Fibra cruda + extracto libre de N
**Datos obtenidos de: (Elias, 1979; Awolumate, 1983; Pefialoza 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 proteina (8-15%) por lo que podria tener un alto valor nutrimental. Pero

también tiene cantidades significativas de compuestos antinutricionales, como taninos (0.7-
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4.6 %) y cafeina (0.7-1.8%) (Elias, 1979; Awolumate, 1983; Pefialoza et al., 1985; Donkoh
et al., 1988; Zuluaga-Vasco, 1989; Ulloa Rojas et al., 2002).

La fraccion de carbohidratos de la PC contiene, ademas de los componentes de la
pared celular (celulosa, hemicelulosa y lignina): azlcares reductores (12.40%), azUcares no
reductores (2.02%) y sustancias pécticas (6.52%) (Wilbaux, 1956; Elias, 1979).

2.1.3 Compuestos fendlicos en la PC

Una de las aplicaciones mas atractivas para el aprovechamiento de la PC consiste en
la extraccion de compuestos fenolicos, debido a su alto valor comercial. Por ello, los
compuestos fendlicos de la PC se han estudiado exhaustivamente desde hace mas de 20 afios.
Se han identificado y cuantificado diferentes compuestos fendélicos en la PC, tales como
flavanoles, flavonoles, antocianidinas, proantocianidinas, &cidos hidroxibenzoicos (AHBS),

acidos hidroxicinamicos (AHCs) y sus derivados (Tabla 2.3).
Flavonoides

Los flavonoides son compuestos polifenolicos de 15 a&tomos de carbono formados por
dos anillos arométicos conectados por anillo heterociclico de pirano (Kumar y Pandey, 2013).
Estos compuestos estan ampliamente distribuidos en el reino vegetal, y estan 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 mas comunes son grupos hidroxilos, metilos y glucésidos.
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 Concentracion de los compuestos fenolicos presentes en la PC

Compuesto Concentracion (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

Acidos hidroxibenzoicos (AHBs)
Acido protocatéquico 0.09-4.70
Total acidos (AHBS) 0.09-4.70

Acidos hidroxicinamicos (AHCs)

Acido caféico (AC) 0.09-2.66
Acido ferdlico (AF) 0.05-0.26
Acido p-cumérico (ApC) 0.08-0.16
Acido 5-CQ (ACL) 2.38-12.80
Acido 4-CQ 0.30-0.30
Acido 3-CQ 0.20-0.20
Acido 3,5-diCQ 0.20-1.13
Acido 3,4-diCQ 0.90-4.45
Acido 4,5-diCQ 0.00-1.22
Acido 5-FQ 0.00-0.20
Acido 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; Ramirez-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.
Ramirez (1987) analiz6 los compuestos fendlicos presentes en los extractos metanélicos de
PC. Utilizando cromatografia en papel, identificé tentativamente compuestos pertenecientes
a los grupos de catequinas, leucoantocianidinas, antocianinas y derivados glucésidos de
flavonoles. En estudios posteriores, utilizando HPLC identifico y cuantifico los flavonoides

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

Maés recientemente, Ramirez-Coronel et al. (2004) analizaron los compuestos
fenolicos de la PC mediante tidlisis directa seguida de HPLC. Ellos encontraron flavanoles
en forma de mondmeros y proantocianidinas. Las unidades constitutivas de las
proantocianidinas fueron principalmente epicatequina (mas del 90%). También encontraron

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

Acidos fenolicos

Los acidos fenolicos son compuestos que poseen un anillo aromatico con al menos
un grupo hidroxilo y un grupo carboxilo (Figura 2.2). Los &cidos fenolicos naturales se
clasifican de acuerdo a su estructura en acidos hidroxibenzoicos (AHBs) y acidos

hidroxicinamicos (AHCs). Los acidos fendlicos pueden encontrarse libres o en forma de
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ésteres de azucares, como la glucosa o acidos organicos, como el &cido quinico o tartarico
(Robbins, 2003).

Acidos hidroxibenzoicos Acidos hidroxicinamicos
(AHBs) (AHCs)
O._OH o o
.0 HO
HO OH HO HO
r OH r r
Acido galico Acido ferulico (AF) Acido cafeico (AC)
H
O 0] O
0
HsC ™ OH Q/VL OH
OH HO HO
OH O.
Acido protocatéquico Acido sindpico (AS) Acido p-cumérico (ApC)

Figura 2.2 Estructura de los principales acidos fenolicos.

Los acidos fenolicos de la PC corresponden, principalmente a AHCs. El unico AHB
identificado en la PC es el acido protocatéquico, el cual se encuentra en una concentracion
de 0.09 a 4.70 mg/kg, bs (Ramirez-Martinez, 1988; Clifford y Ramirez-Martinez, 1991a).

Los AHCs en la PC estan en forma de &cidos libres, ésteres solubles y ésteres
insolubles. Se han identificado y cuantificado acido cafeico (AC), &cido ferulico (AF), acido
p-cumarico (ApC) y los derivados: acido 3-cafeoil quinico (3-CQA), acido 4-cafeoil quinico
(4-CQA), acido 5-cafeoil quinico (5-CQA), acido 3,5-dicafeoil quinico (3,5-diCQA), acido
3,4-dicafeoil quinico (3,4-diCQA), &cido 4,5-dicafeoil quinico (4,5-diCQA), acido 5-feruloil
quinico (5-FQA) y acido p-cumaroil quinico (pCQA) (Ramirez-Martinez, 1988; Clifford y
Ramirez-Martinez, 1991a; Ramirez-Coronel et al., 2004; Benoit et al., 2006; Ramirez-
Coronel et al., 2007; Torres-Mancera et al., 2011).
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El ACL es el acido fendlico mas abundante en la PC (Figura 2.3). Se encuentra en
una concentracion 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; Ramirez-Coronel et al., 2007).

H

OH
OH
O;U
: OH

0 H
@]
CH OH
HO,
0., H
HO HO" OH
0__0 0__0 0._.0
NN NS
HO HO HO
OH OH CH
Acido 3-Cafeoil quinico (3-CQA) Acido 4-Cafeoil quinico (4-CQA) Acido 5-Cafeoil quinico (5-CQA)
(Acido neoclorogénico) (Acido criptoclorogénico) (Acido clorogénico, ACL)

Figura 2.3 Isébmeros del acido clorogénico (ACL)

Diversos estudios in vitro, in vivo y epidemiolégicos 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 quimica, 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 arbol de la gutapercha (Eucommia
ulmoides) (Chen et al., 2007). Estas plantas deben ser cultivadas especificamente para este
propdsito, 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 obtencion de ACL.
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2.2 Aprovechamiento de los AHCs de la PC

El aprovechamiento de la PC para la extraccion de AHCs y derivados puede ser una
alternativa econdmicamente viable para la produccion comercial de estos compuestos.
Ademas, la produccion de AHCs a partir de la PC contribuiria a reducir la contaminacion
generada por la agroindustria cafetalera y se le daria un alto valor afiadido a un subproducto
pobremente utilizado en nuestro pais. De esta manera se pueden obtener beneficios

econdémicos y ecologicos.

El aprovechamiento de los AHCs y derivados comienza por la extraccion de los
compuestos. Para la aplicacidn de estos compuestos, generalmente se requiere de operaciones
de extraccion, concentracion y purificacién. Finalmente, los AHCs recuperados pueden ser
sometidos a tratamientos quimicos o bioldgicos para obtener compuestos con mejores

actividades biologicas o de un mayor valor comercial.
2.2.1 Extraccion

La extraccion de AHCs de la PC para fines analiticos se ha realizado principalmente
mediante extracciones liquido-sélido convencionales. Ramirez-Coronel et al. (2004)
estudiaron la eficiencia de la extraccion de los compuestos fendlicos con solventes.
Realizaron una serie de extracciones sucesivas con hexano, metanol acidificado y acetona
acidificada. El tratamiento con metanol permitié remover del 60 al 66% de los AHCs de la
PC, mientras que tras la extraccion con acetona la mayor parte de los AHCs (mas del 95%)
fue removida (Ramirez-Coronel et al., 2004). Pérez-Morales (2008) evalud diferentes
concentraciones de metanol (60-100%) para la extraccion de AHCs de la PC. Posteriormente,
evalug el efecto combinado del tiempo y temperatura de extraccién. Las mejores condiciones

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

Estas metodologias son efectivas para recuperar de manera cuantitativa los AHCs de
la PC. Se han utilizado con éxito para el anélisis de los compuestos fenolicos de la PC. Sin
embargo, para la extraccion preparativa de compuestos fenolicos se prefieren metodologias
rapidas y facilmente escalables, como la extraccion asistida por ultrasonido (EAU), la

extraccion asistida por microondas (EAM) y la extraccion con fluidos supercriticos (EFSC).
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La EAU se ha utilizado exitosamente para la extraccion 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 extraccion 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 metodologias ha sido utilizada para la extraccion de AHCs o ACL de la PC.

La extraccion liquido sélido (convencional o acelerada) se puede utilizar para extraer
los AHCs libres y los ésteres solubles, como el ACL y sus isdmeros. Sin embargo, existe una
fraccion de AHCs que se encuentran esterificados a los polimeros de la PC y solo pueden ser
extraidos mediante una hidrolisis. La extraccion de los AHCs esterificados generalmente se
realiza mediante una hidrolisis alcalina. Torres-Mancera et al. (2011) reportaron la
composicion de AHCs libres y esterificados en la PC. Para ello compararon la cantidad de
AHCs extraidos por una hidrolisis alcalina, con los obtenidos por una solucion 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 extraccion enzimatica de AHCs esterificados puede ser una alternativa viable a los
procesos tradicionales de hidrolisis quimica. 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 extraccion de AHCs de la PC. Usando esta combinacion
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 combinacion de extractos
enzimaticos 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 purificacion

Los extractos obtenidos de la PC por los métodos antes mencionados, consisten en
soluciones diluidas de AHCs con diferentes impurezas. Dependiendo de la aplicacion en la

que seran utilizados, los extractos ricos en AHCs requieren de cierta concentracion y pureza.
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Hasta el momento, no existen reportes sobre la purificacion de AHCs extraidos de la PC.

Pero existen reportes de la purificacion de ACL y AF extraidos de otras fuentes.

Los procedimientos tradicionales para el aislamiento y purificacion de AHCs
incluyen extracciones liquido-liquido y cristalizaciones (Hulme, 1953; Rakotomalala, 1992).
Sin embargo, estos procedimientos son largos, laboriosos y consumen grandes cantidades de
solventes organicos. Para el aislamiento de estos compuestos a nivel laboratorio, los métodos
cromatograficos 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
cromatografia contracorriente de alta velocidad (HSCCC) con un sistema bifasico compuesto
de n-butanol-acido 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 recuperacion del 90%,
aproximadamente. La cromatografia HSCCC se utiliz6 también para purificar
simultaneamente AC, ACL y luteolina a partir de un extracto crudo de Caulis lonicerae.
Usando un sistema bifasico 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 separacion preparativa para la
recuperacion de ACL a partir de extractos crudos de Lonicera japonica mediante su
adsorcion en la resina macroporosa HPD-850. En las condiciones Optimas, el contenido de
ACL del extracto se incrementd de 11.2 a 50% con una recuperacién del 87.9%. Sun et al.
(2013) usaron la adsorcion en la resina macroporosa X-5 para la purificaron ACL a partir de
extractos de manzanas inmaduras. Después de la separacion cromatografica, el contenido de
ACL fue de 15.20%, 2.79 veces mas alto que el contenido en el extracto crudo, con una

recuperacion del 89.16%.
2.2.3 Transformacioén enzimatica de AHCs

Los AHCs son compuestos naturales con actividades bioldgicas importantes. Sin
embargo, debido a su caracter polar, las aplicaciones de los AHCs en sistemas con lipidos
dispersos son limitadas. La hidrofobicidad de los AHCs puede ser mejorada mediante su
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lipofilizacién quimica o enzimatica. La lipofilizacion consiste en esterificar el grupo
carboxilo del AHC con un alcohol graso para obtener una molécula anfifilica, la cual
conserva sus propiedades funcionales originales (Figueroa-Espinoza y Villeneuve, 2005).

La lipofilizacion enzimética presenta algunas ventajas sobre la lipofilizacion quimica,
tales como: condiciones de reaccion mas suaves, menos reacciones secundarias y menor
cantidad de subproductos, reduccion de pasos intermedios y de pasos de purificacion, menor

consumo de energia y menor formacion de residuos (Figueroa-Espinoza y Villeneuve, 2005).

Varios autores han trabajado en la sintesis enzimética de derivados lipofilicos de
AHCs. Guyot et al. (1997) estudiaron la sintesis enzimatica de ésteres de acidos fendlicos
con alcoholes grasos catalizada por una lipasa inmovilizada de Candida antarctica en un
sistema libre de solvente. Ellos observaron tasas de reaccion muy bajas a pesar de la alta
actividad del catalizador. Ademas, encontraron que la presencia de un doble enlace
conjugado en la cadena lateral de un anillo aromaético para-hidroxilado, como en el AC y el
AF, inhibe completamente a la lipasa. Ellos asociaron este fendmeno a un efecto electrénico
mas que a un efecto estérico, ya que la esterificacion del &cido 3,4 di-metoxi-cindmico fue

posible, mientras que la del AC y AF no.

Stamatis et al. (1999) estudiaron la esterificacion de acidos fendlicos 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 esterificacion del acido p-
hidroxifenilacético y el acido cindmico con altas tasas de reaccion y altos rendimientos. Sin
embargo, cuando el sustrato es un derivado del &cido benzoico o cindmico con una sustitucion
hidroxilo en la posicion orto o para (como en el AC, AF, ApC y AoC) inhibe la actividad
enzimatica. Cuando la cadena lateral del sustrato esta saturada (como en el acido p-

hidroxifenilacético), la para-hidroxilacion no tiene efecto sobre la actividad enzimatica.

Una alternativa para la sintesis enzimatica de ésteres de AHCs consiste en el uso de
una feruloil esterasa (FAE) como catalizador. Giuliani et al. (2001) estudiaron la sintesis de
ferulato de pentilo catalizada por una FAE-A de A. niger en un sistema de microemulsion
agua en aceite. La reaccion alcanz6 un alto rendimiento (50-60%) en un tiempo corto (8 h).
Las feruloil esterasas también han sido utilizadas en la sintesis de ésteres de AHCs con

monosacaridos (Topakas et al., 2005; Couto et al., 2010), oligosacaridos (Couto et al., 2011)
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y glicerol (Tsuchiyama et al., 2007; Matsuo et al., 2008). Otra aplicacién potencial para los
AHCs es la sintesis de ésteres de AHCs con alcoholes aromaticos, como el ester fenetilico
del &cido ferulico (FAPE) y el ester fenetilico del &cido cafeico (CAPE). Estos compuestos

tienen importantes actividades bioldgicas y aplicaciones industriales potenciales.
2.3 Sintesis de CAPE

El CAPE (Figura 2.4) es uno de los principales compuestos activos del propoleo. El
CAPE presenta actividad antioxidante, antiinflamatoria, antiviral, inmunomodulatoria,
antiangiogénica, anti-invasiva,  anti-metastasica, carcinostatica,  neuroprotectora,

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

e
HO
Figura 2.4 Estructura del ester fenetilico del &cido cafeico (CAPE).

Debido a sus actividades bioldgicas, el CAPE tiene aplicaciones potenciales en
medicina y cosmetologia. El uso del CAPE se ha patentado para el tratamiento de diferentes
tipos de cancer, de desérdenes neurodegenerativos y cardiovasculares, asi como de
enfermedades alérgicas. También se ha protegido su uso como agente antiviral en el
tratamiento de virus como el HIV vy el virus de la influenza. Ademas, se ha patentado la
aplicacion del CAPE como agente antimicrobiano en la elaboracion de sutura, y como
ingrediente en productos para el cuidado de la piel, para la prevencién de la obesidad y para
la regulacién del crecimiento del cabello. La Tabla 2.4 muestra algunas de las patentes
registradas en los ultimos 15 afios sobre las aplicaciones del CAPE. El nimero 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 ARo

Titulo

Solicitante(s)

KR20130057178 2013

US8575215 2013

EP2420289 2012

KR101168050 2012

EP2331091 2011

JP4212052 2009
US20080254055 2008

TWI281859 2007

KR20050055479 2005

JP4036327 2004

JP2003119169 2003

WQ02003011276 2003

EP1166782 2002

US6689811 2002

Antimicrobial suture for medical use
with CAPE, pinocembrin and
manufacturing method thereof

Use of CAPE for manufacturing a
medicament for treating
neurodegenerative and cardiovascular

disorders

Composition of CAPE and one of
catechin, kaempherol and myricetin for
potentiating antitumour effect and for

treating tumours

Food composition for obesity prevention
or pharmaceutical composition for
obesity treatment containing CAPE
Pharmaceutical combination of 1-(2-
tetrahydrofuryl)-5-fluorouracil and
caffeic acid phenethyl ester for oral

treating of tumors
Skin care preparation

Compositions for regulation of hair

growth

Medical composition for treating
respiratory allergic disease

MMP-9 inhibitor containing caffeic acid
or caffeic acid phenethyl ester
Anti-influenza virus agent

Compound having cytotoxic activity and
pharmaceutical composition containing
the same as active ingredient

NF-xB inhibitor

Anti-retroviral pharmaceutical

compositions

Method of using caffeic acid phenethyl
ester and analogs thereof as radiation

sensitizers

Korea Institute of
Ceramic Engineering
and Technology [KR]
Yansheng Du [USA]

Grindeks JSC [LV]

SNU R&D
Foundation [KR]

Grindeks JSC [LV]
Chemco Ventures Ltd
[CY]

Mitsuda Yasuhiro
Procter & Gamble
[USA]

Fu Jen Catholic Univ.
[TW]

Kim Cheorl-Ho [KR]
et al.

Ueshima Coffee Co.,
Ltd. [JP]

Kadota Shigetoshi
[JP]

Ms Science Corp.
[JP]

Yang Chi Chiang
[TW]

Wake Forest
University [USA]
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La empresa Manuka Health Ltd, de Nueva Zelanda, comercializa extractos de
propéleo ricos en CAPE con el nombre de Bio30™. Estos extractos se venden en forma de
extractos liquidos, capsulas y tabletas. Estos productos estan 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 cancer (Demestre et al.,
2009; Catchpole et al., 2015).

Actualmente, el CAPE se extrae de fuentes naturales, como el propéleo. El proceso
es sencillo, pero lento. Ademas, la purificacion del CAPE obtenido de fuentes naturales es
complicada. Por ello, se han buscado métodos para la sintesis de este compuesto (Ye et al.,
2012).

2.3.1 Sintesis quimica

Se han reportado varios métodos para la sintesis quimica del CAPE. EI CAPE puede
ser sintetizado por esterificiacion entre el ACL y el 2-FE, o por sustitucién de sus derivados

halogenados.

Grunberger et al. (1988) reportaron por primera vez la sintesis quimica del CAPE
mediante la esterificacion entre AC y 2-FE catalizada por acido p-toluenosulfénico en
benceno. Esta reaccién se llevo a cabo a reflujo durante 3-4 dias 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 reaccion se llevo a cabo
durante 8 h a temperatura ambiente usando tetrahidrofurano (THF) como solvente. Después
de la fraccionacion por cromatografia en columna y la recristalizacion, se obtuvo CAPE puro

con un rendimiento del 38%.

Hashimoto et al. (1988) reportaron la sintesis de CAPE a partir de AC y 2-bromoetil
benceno usando NaOH como catalizador y hexametilfosforamida (HMPA) como solvente.
La reaccion se llevo a cabo durante 50 h a temperatura ambiente. El producto se recuperé por
extracciones liquido-liquido, cromatografia en columna y recristalizacion, con un

rendimiento del 70%.

Chen et al. (1999) sintetizaron CAPE a partir de AC y 2-FE via cloruro de AC en una
reaccion en dos etapas. EI AC se calento con exceso de SOCI, durante una hora a temperatura
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de reflujo. El exceso de SOCI; se elimino por destilacion al vacio para obtener el compuesto
intermediario (cloruro de acilo). Se agreg6 2-FE, piridina y nitrobenceno. La mezcla se dejo
reaccionar 1 h a temperatura ambiente. El producto se purificd en una columna de silica
usando diclorometano/hexano como eluyente para obtener un compuesto puro con un
rendimiento del 50%. En estudios posteriores, el mismo grupo mejoro este método. EI AC
(1.02 g) se disolvio en dioxano (25 mL), se agregd el SOCI (0.6 mL). La mezcla se calentd
areflujo durante 1 horay se agregd el 2-FE (1.0 mL). Se calentd durante 1 h més y la solucién
se concentro al vacio. El producto concentrado se separd en una columna de silica 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 sintesis quimica con un rendimiento
variable (38-86 %). Los métodos de sintesis directa (AC + 2-FE) son sencillos, pero lentos
(hasta 4 dias de reaccion) y con un bajo rendimiento (38-40%). Los métodos basados en
sustratos halogenados son mas rapidos y con un mayor rendimiento (50-86%). Sin embargo,
el principal inconveniente de los métodos quimicos es el uso de reactivos, solventes y

catalizadores tdxicos cuyo uso esta restringido para aplicaciones médicas o de alimentos.
2.3.2 Sintesis enzimatica

Kishimoto et al. (2005) reportaron por primera vez la sintesis enzimatica de CAPE.
Ellos utilizaron una clorogenato hidrolasa de Aspergillus japonicus para catalizar la sintesis
de CAPE a partir de ACL y 2-FE, mediante una reaccion de transesterificacion; a partir de
ACL y 2-bromoetil benceno, por sustitucion de bromo; y a partir de AC y 2-FE o 2-bromoetil-
benceno por una reaccion de condensacién. EI mejor rendimiento lo obtuvieron con la
reaccion de transesterificacion (50%), mientras que la sustitucion de bromo tuvo un

rendimiento del 4.7% y la reaccion de condensacion tuvo un rendimiento del 13%.

Stevenson et al. (2007) usaron una lipasa inmovilizada de C. antarctica (Novozym ®
435) como catalizador para la sintesis de ésteres entre AHCs y alcoholes aromaticos. Las
reacciones se llevaron a cabo a 60 °C durante 15 dias, utilizando terc-butanol como solvente
y en presencia de tamices moleculares. Ellos observaron que la estructura del acido tiene un
gran efecto sobre la tasa de reaccion. Por ejemplo, la esterificacion del acido cinamico ocurre

un orden de magnitud mas rapido que la esterificacion del AC. En las condiciones estudiadas,

Extraccion, purificacion y transformacion enzimatica del ACL de la PC 20



2. Revisién bibliografica

se obtuvo un rendimiento de alrededor del 36% en 360 h de reaccidn para la sintesis de CAPE
a partir de AC y 2-FE.

Widjaja et al. (2008) mejoraron las condiciones de reaccion para la sintesis
enzimatica de CAPE. Ellos probaron diferentes solventes, temperaturas, concentraciones de
sustratos y de enzima y velocidades de agitacion. En las mejores condiciones de reaccion (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 agitacion de 50 rpm) ellos obtuvieron una conversion cuantitativa en 48 h.

Chen et al. (2011a) desarrollaron un proceso acelerado por ultrasonido para la sintesis
enzimatica de CAPE. En las condiciones 6ptimas (1 mM AC, 71 mM 2-FE, 2938 PLU, un
poder ultrasénico de 2 W/cm? y un tiempo de incubacion de 9.6 h) obtuvieron una conversion
del 93.08%. EI mismo grupo de investigacion utilizé un método similar para la sintesis en
continuo de CAPE. Ellos usaron un reactor empacado con Novozym® 435 el cual colocaron
dentro de un bafio ultrasénico con control de temperatura. Los reactivos (AC y 2-FE) se
disolvieron en terc-butanol/isooctano (1:9). La mezcla se bombed continuamente a través del
reactor. En las mejores condiciones de reaccion, obtuvieron una conversion del 92.11%
(Chen et al., 2011b).

Ha et al. (2012) estudiaron la sintesis enzimatica de CAPE usando liquidos iénicos
como solvente. Ellos evaluaron varias lipasas y varios liquidos ionicos. Ellos seleccionaron
el 1-etil-3-metilimidazolio bis(trifluorometilsulfonil) imida ([Emim] [Tf2N]) como medio de
reaccion, y la lipasa inmovilizada de C. antarctica (Novozym® 435) como catalizador.
Posteriormente, optimizaron las condiciones de reaccion usando la metodologia de superficie
de respuesta. En las condiciones 6ptimas (60 h, 73.7 °C, relacion molar 2-FE/AC = 27.1:1y
relacion enzima/AC = 17.8:1) obtuvieron un rendimiento del 96.6% (Ha et al., 2013).

En resumen, el CAPE puede obtenerse mediante sintesis enzimatica. Algunos
métodos publicados conducen a altos rendimientos (90-100%). Sin embargo, estos métodos
tienen algunos inconvenientes, como los largos tiempos de reaccion (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, asi como a

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

Varias enzimas han sido utilizadas como catalizadores para la transformacion 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. Ademas,
pueden utilizarse en su forma libre o inmovilizada. A continuacion, se describiran

brevemente las principales enzimas usadas en la modificacion de AHCs
2.4.1. Lipasas

Las lipasas, o triacilglicerol hidrolasas (EC 3.1.1.3) son una clase de hidrolasas que
catalizan la hidrolisis de triglicéridos a glicerol y acidos grasos en una interfase agua-aceite
Treichel et al. (2010). Estas reacciones hidroliticas pueden invertirse en ambientes micro-
acuosos, como en las reacciones en solventes orgéanicos, dando lugar a reacciones de

esterificacion y transesterificacion (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 mas 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 estan compuestas por un nucleo formado
predominantemente por hojas B rodeadas de hélices o. El sitio activo de las lipasas esta
formado por una triada catalitica que consiste en los aminoacidos serina, histidina y acido
aspartico o glutdmico. El residuo serina nucleéfilo del sitio activo se encuentra en una curva
cerrada entre una hoja  y una hélice o en una secuencia pentapeptidica altamente conservada
(Gly-X-Ser-X-Gly). Otra caracteristica de las lipasas es la presencia de una “tapa” compuesta
por una secuencia peptidica anfifilica en forma de a-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 pentapeptidica conservada (Gly-X-Ser-X-Gly) alrededor
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del sitio activo. Ademas, CALB tiene una “tapa” muy pequefia y simple, la cual no aisla

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

La mayoria de las lipasas presenta activacion interfacial, un fenémeno por el cual las
lipasas expresan una mayor actividad catalitica cuando la reaccion se lleva a cabo en una
interface acuoso/organica. La hipdtesis mas aceptada para explicar la activacion interfacial
dice que la interaccidn con una fase hidrofobica producen la apertura de la “tapa” que cubre

el sitio activo, haciéndolo mas 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 formulacion de detergentes,
industria oleoquimica, produccién de biocombustibles, alimentos y lacteos, agroquimicos,

fabricacion de papel, nutricion, cosméticos y productos farmacéuticos (Gupta et al., 2015).

La mayoria de las aplicaciones de las lipasas en reacciones de sintesis requieren de
ambientes no-acuosos. Los solventes no acuosos tienen la ventaja de disolver compuestos
hidrofobicos, modifican el equilibrio termodindmico hacia las reacciones de sintesis en lugar
de las de hidrolisis, reducen las reacciones secundarias en las que interviene el agua,
previenen la contaminacion por microorganismos, modifican la selectividad de las enzimas
hacia ciertos sustratos, facilitan la separacion y reutilizacidn de las enzimas y pueden mejorar

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

La estabilidad de las enzimas en solventes organicos depende en gran medida de las
propiedades del solvente. La mayoria de las lipasas son activas y estables en solventes
organicos 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 organicos. Las lipasas solubles son atractivas debido a su alta actividad comparada
con la de las lipasas insolubles. Ademas, las enzimas solubles son dpticamente transparentes,

lo que permite la caracterizacion espectroscépica de la reaccion (Sharma y Kanwar, 2014).

Por otra parte, la inmovilizacion de enzimas y en particular de lipasas usadas en
sintesis organica ofrece algunas ventajas técnicas. La inmovilizacion puede mejorar la

estabilidad e incrementar la actividad de las lipasas, en comparacion con la enzima libre.
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Ademas, la inmovilizacion facilita la reutilizacion de la enzima y la recuperacion del

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

Novozym 435® es una preparacion comercial de lipasa B de C. antarctica (CALB)
inmovilizada en una resina acrilica. Esta enzima ha sido utilizada para catalizar la sintesis de
ésteres de acidos fendlicos con alcoholes de cadena larga. Se han obtenido buenos
rendimientos (50-98%) para los &cidos cinamico, di-hidrocafeico, 3,4 di-metoxicindmico y
3,4 di-hidroxifenil acético. Sin embargo, la presencia simultanea de 2 sustituciones hidroxilo
en el anillo aromatico 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 esterificacién de AC y 2-FE catalizada con Novozym® 435 se ha
Ilevado 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 azUcares 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 utilizacion de sustratos y apoyado por la

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

Las FAEs tipo A tienen preferencia hacia los acidos fen6licos que tienen sustituyentes
metoxilo, especialmente en la posicion 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 pequefias 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 s6lo difieren en su capacidad para liberar diferulatos. En cuanto a los sutratos
naturales, las FAEs tipo A son activas sélo sobre sustratos que contienen AF unido por
enlaces ester 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 titulos 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 produccion 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
produccién enzima por g de sustrato, 0 menor tiempo para alcanzar la maxima actividad
enzimatica. Sin embargo, los titulos 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 produccién
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 expresion
homdlogo lograron incrementar la produccion 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 heter6logamente en Pichia pastoris. Después de 72 horas de induccion con
metanol (concentracion 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

optimas de induccién, la levadura modificada produjo 15.49 U FAE/mL de medio de cultivo.

Las principales aplicaciones potenciales de las FAES se encuentran en la extraccion
de AHCs a partir de residuos agroindustriales y como coadyuvantes en la hidrdlisis
enzimatica de materiales lignocelulosicos para la produccion de biocombustibles (Gopalan
et al., 2015). Algunos autores han estudiado el uso de las FAES como biocatalizadores en
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reacciones de sintesis. Las FAEs han sido utilizadas en la sintesis de ésteres de AHCs con
alcoholes alifaticos (Giuliani et al., 2001), monosacéridos (Topakas et al., 2005; Couto et al.,
2010), oligosacaridos (Couto et al., 2011) y glicerol (Tsuchiyama et al., 2007; Matsuo et al.,
2008). Sin embargo, la falta de fuentes comerciales ha limitado la aplicacion de las FAES

como biocatalizadores.

Actualmente, solo existen dos FAEs disponibles en el mercado. Estas enzimas son
vendidas como productos de especialidad a wun alto precio (40-80 €/mg,

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

multienzimaticas 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 acido ACL
para formar AC y AQ. Esta enzima también actla (lentamente) sobre otros acidos cafeoil-
quinicos (Mateos et al., 2009). A diferencia de las FAEs, la clorogenato hidrolasa no actua
sobre ésteres de AF, ASy ApC.

Schobel y Pollmann (1980) aislaron y caracterizaron por primera vez una esterasa
especifica 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 acido 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
acido caftarico), ésteres de ApC (tartrato de p-cumarilo) y ésteres del acido cindmico (etil y

bencil ésteres), pero fue incapaz de hidrolizar ésteres del acido acrilico o de AHBs.

Asther et al. (2005) purificaron y caracterizaron dos esterasas producidas por A. niger
en un cultivo liquido 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 sélo fue activa sobre ACL,
por lo que fue identificada como clorogenato hidrolasa. Posteriormente, el gen que codifica
para esta proteina fue clonado y sobreexpresado homdlogamente (Benoit et al., 2007).
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La produccion de clorogenato hidrolasa solo se ha reportado para algunos hongos del
género Aspergillus, como A. niger, A. japonicus, A. ochraceus y A. sojae (Schobel y
Pollmann, 1980; Okamura y Watanabe, 1982; Asther et al., 2005; Adachi et al., 2008;
Ramirez et al., 2008); asi 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 titulos 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 liquido (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;
Ramirez et al., 2008). Por otro lado, usando una cepa modificada de A. niger se han obtenido
titulos 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 extraccion 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 sintesis de CAPE a partir de ACL o AC
mediante reacciones de condensacion, transesterificacion y sustitucion de bromo. Kurata et
al. (2011) sintetizaron 3-ciclohexil-propil-cafeato a partir de ACL mediante dos reacciones
consecutivas en un mismo reactor. EI ACL fue sometido a una reaccion de alcoholisis
catalizada por una clorogenato hidrolasa de A. japonicus, seguido de una transesterificacion

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

Las aplicaciones de las clorogenato hidrolasas en reacciones de hidrolisis y sintesis
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 afios. Sin embargo actualmente no se encuentra
disponible en catalogos comerciales, y no existe otra clorogenato hidrolasa disponible en el

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

Extraccion, purificacion y transformacion enzimatica del ACL de la PC 27


http://biochemifa.kikkoman.co.jp/

2. Revisién bibliografica

2.5 Comentarios finales

La PC es un subproducto agricola abundante en las zonas cafetaleras de nuestro pais.
Se han propuesto numerosas aplicaciones para revalorizar este subproducto. Sin embargo,
actualmente solo una fraccion de la PC generada es aprovechada, principalmente como abono

organico.

Una de las aplicaciones potenciales mas atractivas consiste en la extraccion,
purificacion y transformacion del ACL de la PC. EI ACL es el &cido fendlico mas abundante
de la PC y tiene importantes actividades bioldgicas. Ademas, el ACL puede ser transformado
qguimica o enzimaticamente a compuestos bioactivos con potenciales aplicaciones
industriales, como el AC, AQ y el CAPE.

La sintesis enziméatica de CAPE a partir del ACL presente en la PC es una opcion
interesante para la revalorizacién de este subproducto. Sin embargo, es necesario desarrollar
las metodologias para la extraccion, purificacion y transformacion enzimatica de este

compuesto.
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3. Justificacion

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
orgéanico en los cafetales y produccion de setas. Sin embargo, alin existen grandes cantidades
de este subproducto que son desaprovechadas. Una de las aplicaciones potenciales mas
prometedoras de la PC consiste en la extraccion, recuperacion y transformacion de
compuestos de alto valor agregado, como los compuestos fendlicos. Adicionalmente, la PC

libre de compuestos fendlicos puede ser utilizada como abono orgénico o alimento animal.

El ACL es el &cido fendlico méas abundante en la PC. Este compuesto tiene actividades
antioxidantes, antivirales, hipoglucémicas y hepatoprotectoras. Ademas, el ACL puede ser
transformado quimica o enziméaticamente para obtener compuestos con importantes
aplicaciones como el AC, el AQ y el CAPE. EI CAPE presenta multiples actividades
bioldgicas, como actividad antioxidante, antiinflamatoria, antiviral, inmunomodulatoria,
antiangiogénica, anti-invasiva, anti-metastasica,  carcinostatica,  neuroprotectora,
hepatoprotectora y cardiopotectora. Debido a estas propiedades, el CAPE tiene aplicaciones

potenciales en medicina y cosmetologia.

En este trabajo se caracteriz6 el contenido de AHCs solubles e insolubles en la PC de
diferentes variedades de café en diferentes estados de madurez, se desarrollé una metodologia
para la extraccion y purificacion del ACL de la PC y se estudid la sintesis de CAPE a partir
de ACL extraido de la PC usando enzimas comerciales y extractos enzimaticos obtenidos por
FMS. Esta estrategia permite revalorizar un subproducto agroindustrial abundante en nuestro
pais y que actualmente es subutilizado.
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4. Hipotesis

Los extractos enzimaticos con actividad clorogenato hidrolasa producidos por hongos
filamentosos en fermentacion en medio sélido son capaces de catalizar la sintesis 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 produccion de CAPE a partir de la PC, basada en la
extraccion, purificacion y biotransformacion del ACL con extractos enzimaticos con

actividad clorogenato hidrolasa.

5.2 Objetivos especificos

1. Caracterizar el contenido de AHC de la PC proveniente de diferentes variedades de
café con tres estados de madurez diferentes con el proposito de extraer el ACL.

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

3. Obtener un extracto enzimatico con actividad clorogenato hidrolasa producida por un
hongo filamentoso en un sistema de FMS.

4. Determinar las condiciones experimentales para la obtencion de CAPE a partir de
ACL y de extractos de PC ricos en ACL mediante reacciones de hidrolisis,
esterificacion y/o transesterificacion catalizadas por extractos enzimaticos con
actividad clorogenato hidrolasa.

5. Modelamiento de la cinética de transformacion enzimatica de ACL en CAPE.
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6. Caracterizacion y seleccion del material vegetal

6.1 Resumen

En esta seccion se estandarizé una metodologia para la extraccion y la cuantificacion
de AHCs solubles e insolubles de la PC. La metodologia estandarizada se utilizd para el
analisis 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 region cercana a
Coatepec, Veracruz. Adicionalmente, se analizo 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
fraccion soluble en metanol acuoso (68-97%). EI ACL es el &cido fenolico mas abundante en
la fraccion soluble (94-98%), mientras que el AC fue el acido fendlico méas abundante en la
fraccion insoluble (72-88%). También se encontraron pequefias cantidades de AF y ApC. El
contenido total de AHCs de la PC se increment6 del estado inmaduro (2.0-10.7 mg/g PC) al
estado semi-maduro (7.4-25.5 mg/g PC) pero disminuyd en el estado maduro (3.0-6.5 mg/g

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

El mayor contenido de AHCs (25.2-25.5 mg/g PC) se encontr6 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 seleccion6 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 econémica de AHCs.
6.2 Introduccion

La PC es el subproducto solido mas abundante producido durante el beneficio
hamedo 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 mas prometedoras de la PC consiste en la
extraccion de compuestos bioactivos presentes en este material, como los compuestos
fendlicos. Los AHCs representan del 39 al 49% de los compuestos fendlicos 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 polimeros de la pared celular. Esta
fraccion (fraccion insoluble) no puede ser removida mediante extracciones liquido-sélido
con solventes, sino que se requieres de una hidrdlisis (quimica o enzimética) para extraerlos
(Torres-Mancera et al., 2011).

El contenido y distribucion 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, practicas agricolas, etc.), al manejo post cosecha (método
de despulpado y de secado, almacenamiento, etc.) asi como a las técnicas analiticas

utilizadas.

La informacién disponible sobre el contenido y distribucién de los AHCs en la PC es
escasa. Los estudios que comparan el contenido de compuestos fendlicos en la pulpa de
diferentes variedades de café se limitan al analisis de la fraccion soluble de los AHCs
(Ramirez-Martinez, 1988; Clifford y Ramirez-Martinez, 1991a). Ademas, 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 analisis de muestras provenientes
de procesos comerciales, en donde se desconoce el origen del material vegetal (Arellano-
Gonzélez et al., 2011; Torres-Mancera et al., 2011)

En este capitulo se mejord un método analitico para la extraccién y cuantificacion de
las fracciones solubles e insolubles de los AHCs de la PC. El analisis se aplico a PC de frutos
de siete variedades de Coffea arabica en tres diferentes estados de madurez y provenientes

de una region cercana a Coatepec, Veracruz.
6.3 Materiales y métodos
6.3.1 Material vegetal

El material vegetal se colect6 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 (Tipica,
Bourbon, Mundo Novo, Costa Rica, Oro Azteca, Garnica Rojo y Garnica Amarillo en tres
estados de madurez (inmaduro, semi-maduro y maduro). La identificacion de las variedades
de café y la clasificacion por estados de madurez fue realizada de acuerdo a las caracteristicas
fisicas de la planta y de los frutos, para esta tarea se contd con la asesoria de personal local

capacitado.

Las muestras se transportaron inmediatamente al laboratorio y se mantuvieron en
refrigeracion hasta su procesamiento antes de 48h. Las frutas se despulparon manualmente y
la pulpa obtenida se sec6 en un secador de charolas con aireacion forzada durante 72 h a 25-
40 °C. Adicionalmente se obtuvo una muestra proveniente de un beneficio comercial
localizado en la misma region. Esta pulpa se seco al sol durante 72 h. La PC seca se moli6
en un molino de cuchillas y se tamizé para obtener un polvo de tamafio de particula de 0.15-
0.84 mm.

6.3.2 Caracterizacion fisica de los frutos de café

Se midio el peso promedio, volumen promedio y el color de los frutos utilizados. El
peso promedio se calcul6 a partir de 100 frutos por triplicado. El volumen promedio se medi6

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

El color exterior de los frutos se evalu6 mediante técnicas de analisis de iméagenes. Se
tomaron fotos de al menos 10 frutos de cada muestra con una camara digital en condiciones
estandarizadas de iluminacién y distancia. Las fotografias 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 separ6 en sus componentes rojo, verde y azul (R, G y B). Estos

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

_ R G . B
_R+G+B’g_R+G+B’ " R+G+B

En donde R, G y B representan la intensidad de los colores rojo, verde y azul, y r, g
y b son los coeficientes tricromaticos normalizados, los cuales son independientes de la

intensidad de la luz (Bulanon et al., 2002).
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6.3.3 Extraccion de los AHCs solubles e insolubles

La extraccion de los AHCs solubles se realizd mediante extracciones sucesivas con
hexano y metanol, como fue descrito anteriormente (Ramirez-Coronel et al., 2004; Arellano-
Gonzélez et al., 2011). Una muestra de 2 g de PC seca se peso 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 solidos insolubles se extrajeron tres veces
con 20 mL de metanol acuoso (80%, v/v) acidificado con 1% (v/v) de acido acético. La
extraccion metandlica se llevé a cabo durante 35 min a 55 °C con una agitacion de 150 rpm.
Los extractos metanolicos fueron centrifugados (8000 rpm, 10 min), filtrados a través de
membranas de celulosa regenerada de 0.22 um y analizadas por HPLC.

Para confirmar la eficiencia de la extraccion de AHCs, una muestra de PC (obtenida
de un proceso comercial) se sometid a extracciones sucesivas con hexano y metanol acuoso,

como se describio antes y cada extracto se analiz6 por separado.

Los AHCs insolubles se extrajeron mediante hidrolisis alcalina basado en un método
anteriormente descrito (Arellano-Gonzélez et al., 2011; Torres-Mancera et al., 2011)
realizando algunas modificaciones: el sélido 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 &cido ascorbico (1% p/v). La mezcla se incub6 a 40 °C
durante intervalos regulares de tiempo (15, 30, 60, 120 y 240 min) con agitacion constante
en un agitador orbital (150 rpm). EI pH de las muestras se ajusté a 3.0 £ 0.1 con HCI 6M. La
mezcla se filtré a través de un filtro de vidrio sinterizado No. 2, el residuo solido se recupero,
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 um y se analizaron por HPLC. Se prepararon
controles con ACL como estandar interno para calcular la recuperacion 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 analisis.
6.3.4 Analisis por HPLC

El analisis de AHCs se realiz6 en un sistema HPLC Shimadzu Prominence (Shimadzu
Corp. Kyoto, Japon) 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 separacion se llevé a cabo en una columna Varian Polaris C18-Amida
(200 x 4.6 mm 5 um). Se utilizé un método isocratico con una fase movil compuesta por
metanol (35% v/v), &cido 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 cuantificacion se realizo por el método del
estandar externo. Se prepararon curvas de calibracion 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 estandares y las muestras

analizadas.
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Figura 6.1 Cromatogramas representativos de una mezcla de estandares (a), un extracto
metanolico (b) y un hidrolizado alcalino (¢). 1 = ACL,2=AC,3=AFy 4 =ApC

6.3.5 Andlisis estadistico

Todas las extracciones y analisis se realizaron al menos por triplicado. Los resultados
fueron expresados como media + desviacion estandar. Se realizé un andlisis de varianza de
los datos y las medias se compararon usando la prueba de Tukey (o = 0.05). El andlisis

estadistico se realizd usando el paquete estadistico JMP 9 (SAS Institute Inc., Cary, NC).
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6.4 Resultados y discusion
6.4.1 Caracterizacion fisica de los frutos de café

Los frutos recolectados se clasificaron por personal capacitado en la finca.
Posteriormente se realizd una caracterizacion fisica de los frutos en el laboratorio. Se
observaron diferencias morfologicas entre los frutos de la misma variedad, en diferente
estado de madurez, asi como entre frutos del mismo estado de madurez pero diferente

variedad (Figura 6.2). Estas diferencias se confirmaron con la caracterizacion fisica.

Inmaduro

Maduro Semi-maduro

e r .
ourbon

M. Novo C. Rica -O. Azteca G. Rojo G.rﬁarillo

Tipica B

Figura 6.2 Frutos de café de siete variedades en tres estados de madurez.

Se confirmé un incremento progresivo en el tamafio y peso de los frutos durante la
maduracion (Figura 6.3). También se observaron diferencias significativas entre frutos de
diferente variedad y el mismo estado de maduracién. Los frutos mas grandes y mas pesados
fueron las frutas maduras de la variedad Oro Azteca, seguido de los frutos de las variedades
Mundo Novo y Costa Rica. Los frutos mas pequefios corresponden a las cerezas de la
variedad Bourbon. Varios autores han descrito los cambios en el tamafio y el peso de los
frutos del café durante la maduracion (Geromel et al., 2004; Koshiro et al., 2007; Carvajal-
Herrera et al., 2012). Las diferencias fisicas (peso y volumen) entre los frutos de café de
diferentes variedades son conocidas por los agricultores, pero no han sido descritas en la

bibliografia.
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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 caracteristica se usa para
determinar el inicio de la cosecha (Marin-Lépez et al., 2003). Por ello, usamos la medicion

del color para establecer diferencias entre los estados de madurez de los frutos del café.

Se observd un incremento progresivo en el componente rojo (r) del color, asi como
una disminucién del componente verde (g) para todas las muestras de café (Tabla 6.1). Por
otra parte, el componente azul (b) fue el mas pequefio en todos los casos. Por lo que sélo los
pardmetros rojo (r) y verde (g) fueron utilizados para evaluar el cambio del color en durante
la maduracion 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 parametro que puede considerarse para analizar los cambios en el color durante
la maduracion es la relacion entre los parametros de cromaticidad r y g (relacién r/g). Se
obtuvieron valores de r/g menores a 1 para los frutos inmaduros. Los valores de la relacién
r/g para los frutos semi-maduros entre 1y 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
] Estadode  Cromaticidad Cromaticidad Cromaticidad Relacion
Variedad ]
madurez roja (r) verde (g) azul (b) r/g
Tipica Inmaduro 0.38+0.03'  0.46+0.01° 0.16 +0.03* 0.83
Semi-maduro  0.59 +0.05%"  0.31+0.05"  0.10 + 0.02¢" 1.93
Maduro 0.69+0.06®®  0.17+0.02"  0.14 + 0.04%¢% 4.05
Bourbon  Inmaduro 0.35+0.01! 0.51+0.028  0.14 + 0.02¢d 0.67
Semi-maduro  0.54 +0.06™"  0.35+0.06%" 0.11 + 0.01¢™ 1.57
Maduro 0.65+0.08"  0.19+0.03" 0.16 + 0.05° 3.52
Mundo Inmaduro 0.33+0.02/ 0.50 +0.012®  0.17 + 0.0382~ 0.68
Novo Semi-maduro  0.50 +0.03%"  0.37 £ 0.03¢ 0.13 + 0.02% 1.35
Maduro 0.61+0.05%%  0.20+0.029" 0.19 +0.03% 3.04
Costa Rica Inmaduro 0.38 +0.01! 0.48 +0.022®  0.13 + 0.02¢¢ 0.79
Semi-maduro  0.55+0.03"  0.34 + 0.04%"  0.12 + 0.02¢f 1.62
Maduro 0.61+0.04% 0.20+0.01%"  0.19 + 0.03% 3.13
Oro Inmaduro 0.36 + 0.02 0.47 +0.01°°  0.17 + 0.023bcd 0.78
Azteca Semi-maduro  0.53+0.04""  0.37+0.049  0.10 + 0.02¢™ 1.44
Maduro 0.74+0.04°  0.19+0.029"  0.08 +0.02 3.94
Garnica  Inmaduro 0.38 + 0.01° 0.43 +0.01°¢ 0.19 + 0.022 0.89
Rojo Semi-maduro  0.49+0.02"  0.32+0.02¢" 0.19+0.01% 1.52
Maduro 0.55+0.02¢"8  0.24 +0.019 0.21 + 0.022 2.30
Garnica  Inmaduro 0.38 + 0.02 0.50 +0.012>  0.12 + 0.02¢f 0.77
Amarillo Semi-maduro 0.49 + 0.02" 0.44 +0.01°¢ 0.07 £ 0.02¢ 1.12
Maduro 0.57 +0.03%f  0.36+0.03%  0.07 £ 0.029 1.60

*La misma letra en la misma columna significa que no hay diferencias significativas entre

las muestras (prueba de Tukey, a=0.05)
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Varios autores han estudiado el cambio del color externo de los frutos del café durante
la maduracion usando técnicas espectrofotométricas (Carvajal-Herrera et al., 2011;
Aristizébal-Torres et al., 2012) o de vision artificial (Sandoval-Nifio y Prieto-Ortiz, 2007).
Estas metodologias son confiables y reproducibles, pero requieren de equipo especializado
que no siempre esta disponible. Otros autores han utilizado la comparacién con tablas de
referencia para medir los cambios de color (Marin-L6pez et al., 2003; Cardenas, 2007). Las
tablas de colores son sencillas, pero la medicion del color depende de la habilidad del juez.
Ademas, es dificil comparar una tarjeta de un color uniforme con una superficie heterogénea
(Hernéandez et al., 2004). En todos los casos se observo un incremento en la cromaticidad

roja y una disminucion 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 disminucion del contenido de clorofila y
la acumulacién de antocianinas (De Castro y Marraccini, 2006).

6.4.2 Extraccion de AHCs solubles e insolubles

Los AHCs de la PC son compuestos fenolicos con importantes actividades biologicas.
Por ello, se han realizado varios estudios sobre la extraccion y analisis de los AHCs de la PC
(Ramirez-Martinez, 1988; Clifford y Ramirez-Martinez, 1991a; Ramirez-Coronel et al.,
2004; Arellano-Gonzélez et al., 2011; Torres-Mancera et al., 2011). La mayoria de estos
trabajos se limitan a los compuestos extraibles 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 solido después de
las extracciones con solvente, como los AHCs ligados covalentemente a los polimeros 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 metodologias analiticas. Por
ello, decidimos evaluar las condiciones de extraccion utilizadas para el analisis de estos

compuestos.
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Como primer paso, se evaluo el efecto de la extraccion con hexano seguida de la
extraccion con metanol acuoso sobre la recuperacion de AHCs solubles de la PC. El
rendimiento se calculd con base al ACL recuperado, ya que éste es el AHC méas abundante
en la fraccion soluble de la PC (93.8-98.8%). La Figura 6.4a muestra el contenido de ACL
extraido en cada lavado sucesivo con metanol acuoso con y sin pre-tratamiento con hexano.
La cantidad de ACL extraido hasta el cuarto lavado con metanol se consider6 el 100%, ya
que a partir del quinto lavado no se detectd ACL.
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s a b
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—8— NaOHO0.5M
3 —&— NaOH 1.0 M
0.4 4 —h— NaOH 2.0 M

I Sin pre-tratamiento con hexano
[ Con pre-tratamiento con hexano
204

0.3 4

0.2+

Aclido clorogénico extraido (mg/g PC)
Acido cafelco extraido (mg/g PC)

0.1+

) I
00 , ‘ T e 00 , ‘ ‘

2 3 4 0 60 120 180 240
No. de extracciones metandlicas Time (min)

Figura 6.4 Extraccion de ACL de la PC por extracciones sucesivas con metanol acidificado
(@) y de AC de la PC por hidrolisis 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 extraccion de los AHCs,
sin embargo, puede promover la extraccion de compuestos menos polares, como los
carotenoides y otros compuestos lipofilicos que pueden interferir con el analisis
cromatograficos de los extractos (Ramirez-Coronel et al., 2004). Por ello, para fines
analiticos, decidimos hacer tres extracciones con hexano seguido de tres extracciones

metanolicas. Con este protocolo se recuperé mas del 98% del ACL soluble.

Varios autores han utilizado la hidrdlisis alcalina para extraer la fraccion insoluble de
los AHCs. Sin embargo, las condiciones utilizadas para esta hidrélisis generalmente
conducen a perdidas importantes de acidos fendlicos, 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 atmosfera
de nitrégeno. Para evitar la pérdida de compuestos fendlicos Nardini et al. (2002) propusieron
la adicion de EDTA y &cido ascorbico durante la hidrdlisis alcalina. En las condiciones
utilizadas (NaOH 2M, EDTA 10 mM, &cido ascérbico 1% a 30 °C durante 30 min), el ACL
se hidrolizé completamente a AC, sin pérdidas detectables de AC (Nardini et al., 2002).

En estudios preliminares observamos pérdidas importantes de compuestos fendlicos
durante la hidrolisis alcalina de la PC. Por ello decidimos estudiar las condiciones de la
hidrolisis alcalina para la recuperacion de AHCs de la PC. Se estudié el efecto de la
concentracion de NaOH (en presencia de EDTA y é&cido ascorbico) y del tiempo de
incubacidn sobre la recuperacion de los AHCs.

La Figura 6.4b muestra la extraccion de AC durante la hidrolisis alcalina de la PC con
diferentes concentraciones de NaOH. Se observd un incremento en la cantidad de AC
extraido durante los primeros minutos de la hidrdlisis alcalina, seguido de una disminucién
de este compuesto. Esto se puede explicar por la existencia de al menos dos reacciones:
primero, una reaccion de hidrolisis que rompe los enlaces éster entre el AC y los polimeros
de la pared celular. Después, una reaccion en donde el AC es transformado en otro compuesto
(no identificado), probablemente por oxidacion. La mayor cantidad de AC se obtuvo usando
NaOH 2M e incubando 2 h a 40 °C. Estas condiciones se utilizaron para la extraccion
analitica. Para evaluar la eficiencia de la hidrolisis alcalina, se utiliz6 ACL como estandar
interno. Se agreg6 una concentracion conocida de ACL a la PC libre de AHCs solubles (1
mg/g de PC), el material se someti6 a las condiciones de hidrdlisis alcalina y se analizé el
contenido de AHCs. En las condiciones ensayadas, se recuperd el 90% del AC esperado

como producto del ACL adicionado.
6.4.3 Contenido de AHCs de la PC de diferentes variedades

La informacion sobre el contenido y distribucion de los compuestos fendlicos 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 fendlicos de la PC. La maduracion de los
frutos del café se caracteriza por una serie de cambios fisicos y quimicos, como el incremento
de tamafio y peso, cambio en el color y en el contenido de azlcares y de compuestos

fendlicos. La maduracion también puede afectar el contenido de AHCs de la PC (Marin-
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Lopez et al., 2003). Por ello, se analizo el contenido de AHCs solubles e insoluble en la PC,

como funcion 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 increment6 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 disminucion 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 Tipica, se observo 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 maduracion del fruto. Esto se debe
a la sintesis continua de ACL, como lo sugiere la expresion de tres genes relacionados con la
biosintesis de ACL. Las diferencias encontradas pueden explicarse por la presentacién de los
resultados. Ellos expresaron el contenido de AHCs en mg/fruto. Cuando expresaron sus
resultados como mg/g de pericarpio (bs), no se observd incremento de ACL durante la

maduracién de los frutos.

Por otra parte, Miljkovic et al. (2010) patentaron un proceso para la extraccién 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
fendlicos y ACL (6.7-8.6% de ACL) con respecto a los frutos maduros (1.3% de ACL). Estos

resultados estan de acuerdo con nuestras observaciones.

Puertas-Mejia et al. (2012) estudiaron la acumulacién de los compuestos fendlicos en
el pericarpio (pulpa) de frutos del café en cinco diferentes estados de madurez. Ellos
encontraron un incremento progresivo de antocianinas durante la maduracion (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 podria deberse a la presencia de AHCs. Sin embargo, estos

compuestos no fueron analizados en dicho trabajo (Puertas-Mejia 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 Tipica 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 Tipica presentd un bajo
contenido de AHCs (3.20 mg/g PC). En cuanto a la PC de frutos inmaduros, las variedades
Tipica 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 fendlicos de la PC de diferentes variedades, pero estos
estudios se limitan a la fraccion 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.) asi como a las préacticas agricolas.

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-Gonzélez 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 metodologias de extraccion y
analisis. En este trabajo demostramos que, en las condiciones utilizadas, son necesarias tres
extracciones con metanol acuoso para recuperar el 98% del ACL soluble. Una extraccion
incompleta de los AHCs solubles puede conducir a la sub-estimacion de la fraccion soluble

y la sobre-estimacion de la fraccién insoluble de los AHCs.

El principal componente de la fraccion 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
etal., 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 fraccion soluble de la PC (2.2-
5.8 mg/g PC) esta 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 metanolicos de PC por HPLC. Otros compuestos identificados en los extractos
metandlicos 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

) Estado de ACL AC AF ApC AHCs solubles
Variedad
madurez (mg/g PC)  (mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g)
Tipica Inmaduro 8.21 +0.07¢ nd 0.18 £ 0.02¢F  0.03 + 0.0Qcdkef 8.43 + 0.08¢
Semi-maduro  2.56 +0.18 nd 0.06 +0.00  0.02 + 0.00¢f 2.64 +0.19%
Maduro 459 +0.141 nd 0.16 + 0.001"  0.04 + 0.00° 4.79+0.13
Bourbon Inmaduro 9.77 £ 0.25¢ nd 0.25+0.00° 0.04 +0.00°%  10.05 + 0.25¢
Semi-maduro 10.84 + 0.29°¢ nd 0.22 +£0.02¢  0.05 £ 0.0082bec 11.10 £ 0.32¢
Maduro 2.26 + 0.08 nd 0.11 + 0.00' 0.03 + 0.0Qpede 2.41 + 0.09%
Mundo Inmaduro 2.80+0.17 nd 0.02 £ 0.00¢  0.03 £ (.Q7bcde 2.85+0.17%
Novo Semi-maduro  15.27 + 0.36° nd 0.28+0.01° 0.05+0.01*¢ 15.60+ 0.37°
Maduro 5.56 + 0.059 nd 0.16 + 0.007"  0.04 + 0.00Qbcd 5.76 + 0.05"
Costa Inmaduro 6.08 + 0.56 nd 0.14+0.01" 0.02+0.00®  6.23 +0.56f"
Rica Semi-maduro  6.70 + 0.65 nd 0.16 + 0.007"  0.04 + 0.032¢ 6.91 + 0.68f
Maduro 4.56 + 0.05 nd 0.17 £0.01f¢  0.05 + 0.00%¢ 4.78 £ 0.05
Oro Inmaduro 6.62 +0.17f nd 0.17 £ 0.01f¢ 0.02 + 0.01°¢f 6.81 +0.177
Azteca Semi-maduro 11.45+0.18°¢ nd 0.21 +0.00%  0.03 £ 0.00¢de 11.69 +0.18°
Maduro 2.89 + 0.09 nd 0.15 + 0.01% .04 + 0.00Qbcde 3.07 £ 0.09%
Garnica  Inmaduro 1.31 + 0.15¥ nd 0.04 £ 0.00  0.01 +0.00¢ 1.35 +0.15'
Rojo Semi-maduro 24.15 + 0.62? nd 0.39 +0.008 0.06 + 0.008 24.60 + 0.632
Maduro 5.84 + (0.13fh nd 0.04 £ 0.00%  0.04 + 0.002%c 5.93 + (.14
Garnica  Inmaduro 5.04 + 0.36" nd 0.05 + 0.00! 0.01 + 0.00f 5.11 + 0.371
Amarillo Semi-maduro 24.420 + 0.256* nd 0.42 £0.03¢ 0.05 + 0.00% 24.89 + 0.28?
Maduro 3.01 +0.03 nd 0.07 £ 0.00! 0.02 + 0.0Qd%f 3.10 + 0.03

*La misma letra en la misma columna significa que no hay diferencia significativa entre las
medias (prueba de Tukey a=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

Estado de AHCs
variedad | urez mglg) (gl o) o) insolubles
_ (mg/g)
Tipica  Inmaduro 0.06 +0.00° 0.64+0.01° 0.03+0.00%%" 0.03+0.00¢  0.75+0.02"
Semi-maduro (.05 +0.00% 0.45+0.00 0.04 +0.00% 0.02 + 0.00%"k .56 + 0.00
Maduro 0.08+0.00° 0.47+0.01" 0.04+0.01® 0.03+0.00%% .62 + 0.02¢f"
Bourbon  Inmaduro 0.05+0.00¢ 0.54+0.01° 0.02+0.004  0.02+0.00¢  0.63+0.01¢%
Semi-maduro .05 +0.00% 0.42 +0.019" 0.03 +0.00"K  0.02 + 0.00%k 0,52 + 0.00i
Maduro 0.08 +0.00° 0.41+0.01% 0.04+0.00° 0.02 +0.00%%" 055+ 0.01k
Mundo  Inmaduro 0.04 +0.00° 0.54+0.01° 0.03 +0.00%fh 0,02 +0.00%%" .64 +0.01%
Novo Semi-maduro .05 +0.01¢ 0.58 +0.02¢% 0.03 + 0.00%'  0.02 + 0.00"k  0.67 + 0.03c%f
Maduro 0.07+0.00° 0.44+0.01 0.04+0.00¢  0.03+0.00%% 0.58 + 0.019"i
Costa Inmaduro 0.06 +0.00° 0.56 +0.02% 0.03+0.00%%  0.03+0.00®°  0.69 + 0.02¢¢
Rica Semi-maduro (.05 +0.00% 0.44 +0.017 0.03 +0.00%% 0.02 +0.00d®  0.54 + 0.01i
Maduro 0.08+0.00° 0.37+0.04 0.04+0.00¢ 0.02+0.00%" 051 +0.04%
Oro Inmaduro 0.05+0.00% 0.61+0.00°¢ (.03 +0.00%"i 0.02+0.00%f (.71 + 0.00°d
Azteca  Semi-maduro 0,04 +0.00° 053+0.01° 0.02+0.00¢  0.02+0.00% 062 +0.01%"
Maduro 0.08 +0.00° 0.38+0.01" 0.03 +0.00%% (.02 + 0.00%Mik 0,52 + 0.01i
Garnica  Inmaduro 0.05+0.00¢ 0.53+0.01° 0.03+0.00%f" 0.03+0.00"  0.65+ 0.02%F
Rojo Semi-maduro .04 +0.00¢° 0.63+0.02" 0.02+0.00K  0.02+0.00K  0.72 +0.03
Maduro 0.06 + 0.00° 0.45+0.007 0.03 + 0.00%fh .02 +0.00¢"i .56 + 0.00"k
Garnica  Inmaduro 0.05+0.00 0.91+0.05  0.05+0.00? 0.04 + 0.00° 1.05 + 0.05
Amarillo  Semi-maduro 0,04 +0.00° 0.57 +0.01%  0.02 + 0.00' 0.02+0.00'  0.65 + 0.02¢%f
Maduro 0.05+0.00% 0.44 +0.020" 0,03 + 0.00¢"i  0.02 + 0.00%k .54 + 0.02

*La misma letra en la misma columna significa que no hay diferencia significativa entre las

medias (prueba de Tukey a=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
representd el 72-88% de los AHCs insolubles (Tabla 6.3). EI AC es el AHC més abundante
en frutas y generalmente se encuentra esterificado a azlcares, acidos orgéanicos o lipidos
(Scalbert y Williamson, 2000).

El ACL es el éster soluble de AC més abundante en la PC. Se encontraron pequefias
cantidades en los hidrolizados alcalinos, probablemente debido a la hidrolisis incompleta de
la PC. ElI 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 fraccion insoluble. Estas diferencias pueden deberse al origen de la muestra
(variedad, método de despulpado, método de secado, etc.), pero también a las técnicas

analiticas utilizadas.

Finamente se analizo 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 humedo tradicional y se usaron frutos maduros de la variedad Tipica,
principalmente. El contenido de AHC totales (4.67 mg/g PC) se encontrd 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 fraccion soluble (89.7%). EI AHC mas abundante en la
fraccion soluble fue el ACL (4.17 mg/g), y representd el 98.4% de los AHCs solubles de la
PC. En la fraccion insoluble, el AC fue el compuesto mas abundante (0.376 mg/g PC) y

representd el 78.4% de los AHCs de esta fraccion.

Tabla 6.4 Contenido de AHCs solubles e insolubles en la PC obtenida de un proceso

comercial
Compuesto Fraccion soluble Fraccion insoluble Totales
(mg/g) (mg/g) (mg/g)
Ac. Clorogeénico 4173 +£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-Cumarico 0.017 £ 0.000 0.014 +£0.001 0.031 £ 0.001
Ac. Ferulico 0.000 £ 0.000 0.023 £ 0.002 0.023 £ 0.002
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El mayor contenido de ACL y AHCs encontro en los frutos semi-maduros de las
variedades Garnica Rojo y Garnica Amarillo. Sin embargo, el cultivo de estas variedades es
muy pequefio en la region de Veracruz. De acuerdo con las practicas agricolas de la region,
solo se cosechan los frutos maduros para su procesamiento. Los frutos que no alcanzan su
madurez al final de la cosecha permanecen en los arboles, y se desaprovechan. Estos frutos
inmaduros son una fuente potencial de AHCs. Sin embargo, para su obtencion se requiere de

una cosecha adicional.
6.5 Conclusiones

La informacion disponible sobre el contenido y distribucion de los compuestos
fenolicos en la PC es confusa y en ocasiones puede ser contradictoria. En este trabajo se
mejor6 y definié una metodologia para la extraccion y cuantificacion de las fracciones
solubles e insolubles de los AHCs. Esta metodologia se utilizd 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 fraccion soluble (81-97%) en
todas las variedades y estados de madurez analizados. ElI ACL es el principal AHC en la
fraccion soluble (1.31-24.42 mg/g PC) y representa del 94 al 99% de los AHCs en esta
fraccion, mientras que el AC es el AHC mas abundante en la fraccion 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
maduracion del fruto (de inmaduro a semi-maduro) y disminuye en la dltima fase de la
maduracion (de semi-maduro a maduro) para para todos los casos estudiados, excepto para
la variedad Tipica. EI 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 extraccion,
purificacion y biotransformacion 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

econdémica de AHCs y otros compuestos bioactivos.
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7. Extraccion y purificacion del ACL de la PC

7.1 Resumen

La PC es una potencial fuente econdmica de ACL y AHCs en general. La produccion
de AHCs a partir de la PC requiere de métodos eficientes para la extraccion y recuperacion
de estos compuestos. En este capitulo se disefid y aplico una estrategia para extraer y purificar
el ACL de la PC.

En esta seccion se describe la extraccion enzimatica de AHCs de la PC utilizando
carbohidrasas comerciales (pectinasas, xilanasas y celulasas). Se observd que el
pretratamiento térmico (10 min, 10 psi en autoclave) permitio extraer 72.6% del ACL total
de la PC. La adicion de enzimas comerciales no incremento el ACL extraido, incluso se
observo una hidrolisis parcial del ACL. Cuando se utilizd una pectinasa comercial de A.
niger, se observo una hidrolisis del 86.3% del ACL extraido. Esto probablemente se deba a
la presencia de una actividad feruloil esterasa o clorogenato hidrolasa en la preparacion

comercial.

Alternativamente, se estudio la extraccion asistida por microondas (EAM) para la
extraccion de ACL de la PC. Se evalud el efecto del solvente, la concentracion del solvente,
la temperatura y el tiempo de extraccion sobre la recuperacion del ACL de la PC. En las
mejores condiciones (etanol al 50%, 60 °C, 4 min) se recuperé el 67.5% del ACL total de la
PC en un proceso rapido 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 mas rapida y mas facil de controlar que el tratamiento térmico en autoclave. Por

ello, se utiliz6 la EAM para la extraccion preparativa de ACL.

El extracto extracto etandlico de PC obtenido por EAM se purificd parcialmente
mediante cromatografia en columna. El extracto se fracciond primero en una columna
empacada con la resina no polar Amberlita XAD-16 y después en una columna C18 semi-
preparativa. Con esta metodologia se obtuvo un extracto rico en ACL con una pureza del
61.7%. La metodologia desarrollada permitid la extraccion y purificacion de ACL a partir de
PC mediante un proceso rapido, sencillo y reproducible. La cantidad y pureza del ACL

obtenido fueron suficientes para los estudios posteriores.
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7.2 Introduccién

Una de las aplicaciones potenciales mas atractivas de la PC consiste en la produccion
de compuestos bioactivos, como los AHCs y el ACL. ElI ACL es el acido fenolico mas
abundante en la PC, presenta importantes actividades biol6gicas y tiene aplicaciones
industriales potenciales (Marques y Farah, 2009). Para llevar a la pracitca estas aplicaciones

se requiere de procesos eficientes de extraccion, recuperacion y purificacion.

Varios autores han reportado la extraccion de AHCs de la PC usando extracciones
convencionales sélido-liquido con solventes organicos (Ramirez-Coronel et al., 2004; Pérez-
Morales et al., 2011) o por hidrdlisis alcalina o enzimatica (Arellano-Gonzalez et al., 2011;
Torres-Mancera et al., 2011). Los métodos de extraccion acelerada, como la extraccion
asistida por microondas (EAM) y la extraccion asistida por ultrasonido (EAU) se han
utilizado exitosamente para la extraccion 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 metodologias ha sido utilizada para la extraccion de AHCs o ACL
de la PC.

Para cualquiera de las aplicaciones potenciales de los AHCs se requiere de cierta
concentracion y pureza. Hasta el momento, no existen reportes sobre la purificacion de AHCs
extraidos de la PC. Pero existen reportes de la purificacion de ACL y AF extraidos de otras

fuentes.

Los procedimientos tradicionales para el aislamiento y purificacion de AHCs
incluyen extracciones liquido-liquido y cristalizaciones (Hulme, 1953; Rakotomalala, 1992).
Sin embargo, estos procedimientos son largos, laboriosos y consumen grandes cantidades de
solventes organicos. Otros autores han propuestos métodos mas rapidos y convenientes para
la purificacion de ACL, como la adsorcion en resinas macroporosas (Zhang et al., 2008b;
Sun et al., 2013) y la cromatografia contracorriente de alta velocidad, HSCCC (Lu et al.,
2004).

En esta seccion se estudio la extraccion enzimatica y la EAM para la recuperacion de
los AHCs de la PC. Los extractos obtenidos fueron utilizados para la purificacion de ACL
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mediante la adsorcién en la resina no polar Amberlita XAD-16 seguida de cromatografia

HPLC semi-preparativa usando una columna C18.
7.3 Materiales y métodos
7.3.1 Materiales

En este capitulo se utilizé un lote de PC obtenido de un beneficio comercial ubicado
en el ejido San Marcos de Ledn, en el municipio de Xico, Veracruz. Este lote se obtuvo
mediante un beneficio himedo convencional y se secd al sol durante 72 h'y por 24 h més en
un secador de charolas, para asegurar un contenido de humedad inferior al 10%. Para las
extracciones, la PC seca se moli6é en un molino de cuchillas y se tamiz6 para obtener un polvo

con un tamafo de particula de 0.15 a 0.84 mm.

La PC libre de AHCs solubles se obtuvo mediante 3 extracciones metanolicas
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 acido acético) y se incubd durante 35 min
a 55 °C con agitacion rotatoria (150 rpm). La mezcla se filtrd a través de papel Whatman No.

1, esta extraccion se repitio 2 veces mas. El residuo solido se seco 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 Extraccion enzimatica de los AHCs de la PC

La PC secay la PC libre de AHCs solubles se sometieron a un tratamiento térmico y
enzimatico con la finalidad de extraer los AHCs. Este tratamiento esta 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 enzimaticas de la PC libre
de AHCs solubles se utilizo el residuo 2 g de PC después de las 3 extracciones metandlicas,
como se describi6 en la seccion 7.3.1. Se agregaron 10 mL de agua destilada, se someti6 a
un tratamiento térmico en autoclave (10 min a 10 Ib) y se dejé 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 (concentracion final 100 U/g de PC)
y 80 mg/L de ciprofloxacino (concentracion final = 100 mg/L) para evitar el crecimiento
bacteriano. La mezcla se incub6 durante 8 h a 40 °C con agitacion constante (150 rpm).
Después, los matraces se colocaron durante 4 h a -18 °C para detener la reaccion. La mezcla
se filtrd y el liquido se analizé por HPLC. En un segundo experimento, se evaluo el efecto
separado de tres enzimas comerciales (pectinasa, celulasa y xilanasa) sobre la extraccion de
AHCs después del tratamiento térmico.

7.3.3 Extraccion asistida por microondas de ACL de la PC

Se evalué la EAM para acelerar la extraccion de los AHCs de la PC. Se colocé 1 g
(bs) de PC en cada tubo de PTFE, se agregaron 10 mL de solvente y se agitd en vortex. Los
tubos se colocaron en el horno de microondas MARS Express (CEM, USA) y se sometieron
a una extraccion a temperatura constante usando una potencia variable de 0 a 800 W durante
la extraccion. Una vez transcurrido el tiempo programado, se retiraron los tubos del horno de
microondas, se dejaron enfriar a temperatura ambiente y se separ6 el liquido de los sélidos
por filtracion. Los extractos obtenidos se llevaron a un volumen de 10 mL con el solvente de
extraccion, se filtraron a través de una membrana de celulosa regenerada de 22 pm vy se

analizaron por HPLC.

Se evalud el efecto del solvente (agua, metanol 50% v/v y etanol 50% v/v), la
concentracion del solvente (etanol 0-100%), la temperatura (40-80 °C) y el tiempo de
extraccion (1-8 min) sobre la extraccion de ACL de la PC. Finalmente, las condiciones
seleccionadas se utilizaron para extraer los AHCs de 32 g de PC. Este extracto se utiliz6 para
la purificacion del ACL de la PC.

7.3.4 Purificacién del ACL de la PC

Se purificd parcialmente el ACL a partir de un extracto etandlico de PC obtenido por
EAM. Para ello, se utiliz6 una cromatografia de adsorcion en la resina no ionica Amberlita
XAD-16 seguida de una cromatografia 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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cromatografico utilizado en la primera cromatografia, asi como el réegimen de elucién

(isocrético o gradientes escalonados).

En el protocolo final, el extracto etandlico se concentro en rotovapor hasta eliminar
el solvente organico, el extracto concentrado se secé en estufa a 60 °C durante 12 h hasta
obtener un sélido seco. El extracto seco (8.791 g) se disolvio en agua desionizada (100 mL)
y se aplico a una columna empacada con Amberlita XAD-16 (250 mL) previamente
equilibrada con agua. La columna se lavo con 4 volimenes de agua desionizada (1000 mL)
a un flujo de 15 mL/min (aproximadamente), este lavado se descartd. La muestra se eluyo
con 4 volimenes 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 recuperd el primer volumen de columna (250 mL) y los siguientes 625 mL se
desecharon. La amberlita se equilibré con agua desionizada (1000 mL) antes de volver a
usarla. La fraccién rica en ACL (250 mL) se evapor6 en rotavapor hasta la mitad de su
volumen inicial (125 mL). El extracto concentrado se secé en estufa durante 12 h a 60 °C

hasta obtener un sélido seco (1.656 Q).

El extracto rico en ACL (1.656 g) se disolvio en 20 mL de una solucién compuesta
por metanol (25% v/v), acido acético (0.9% v/v) y agua (74.1% v/v). La solucidn se filtro a
través de membranas de celulosa regenerada de 0.22 um y se inyecté en una columna C18
semi-preparativa (Restek Ultra C18 250 x 21.2 mm 5 um). La separacion se llevo a cabo en
un equipo HPLC Shimadzu Prominence descrito anteriormente (seccion 6.3.4). Se equilibré
la columna con 75% de fase A (acido 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 eluy6 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 equilibro
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 sec6 en estufa a 60 °C durante 12 h.
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7.3.5 Métodos analiticos

El anélisis de AHCs se realiz6 en un sistema HPLC Shimadzu Prominence descrito
anteriormente. La separacion se llevo a cabo en una columna Restek Ultra C18 (150 x 3.2
mm, 5 um). Se utilizé un método isocratico con una fase mévil compuesta por metanol (25%
v/v), &cido 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 cuantificacion se realizo por el método del estandar
externo. Se prepararon curvas de calibracion para cada compuesto (ACL, AC, ApC y AF) en

un rango de 0.002 a 0.5 mg/mL.
7.3.6 Analisis estadistico

Todas las extracciones y analisis se realizaron al menos por triplicado. Los resultados
fueron expresados como media + desviacion estandar. Se realiz6 un analisis de varianza de
los datos y las medias se compararon usando la prueba de Tukey (o = 0.05). El anélisis
estadistico se realizo usando el software Sigmaplot 12.0 (Systat Software, Inc. San Jose, CA,
USA).

7.4 Resultados y discusion
7.4.1 Extraccion enzimatica de los AHCs de la PC

Para evaluar el potencial de la hidrolisis enzimatica para extraer los AHCs de la PC,
se realizé una hidrélisis usando una combinacién de enzimas comerciales (pectinasa y
xilanasa) en las condiciones antes descritas (Torres-Mancera, 2013). Se someti6 la PC seca
y a la PC libre de AHCs solubles a una hidrélisis enziméatica en condiciones similares.

Ademas, se compard la cantidad de AHCs extraidos con y sin tratamiento térmico.

En la Figura 7.1 se muestra la cantidad de ACL y AC extraido por cada uno de los
tratamientos utilizados. Se puede observar que cuando la PC libre de AHCs solubles es
sometida al tratamiento enzimatico, solo se logran extraer pequefias 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 fraccion insoluble de la PC (Tabla 6.4).
Por lo que el tratamiento enzimatico propuesto no es eficiente para extraer los AHCs

esterificados de la PC.

Extraccion, purificacion y transformacion enzimatica del ACL de la PC 55



7. Extraccion y purificacion del ACL de laPC

12
. ACL g
1 AC a
8
o
2
()]
£
(7]
o
=}
£
b3
[}
7]
(&)
X
<
b
, Il —
1 2 3 4

Tratamiento

Figura 7.1 Extraccion de AHCs por hidrdlisis enzimética (1 = PC libre de AHCs solubles +
Tratamiento Térmico + Tratamiento Enzimatico; 2 = PC libre de AHCs solubles +
Tratamiento Enzimatico; 3 = PC Entera + Tratamiento Térmico + Tratamiento Enzimatico;
4 = PC entera + Tratamiento Enzimatico).

Por otro lado, cuando la PC entera fue sometida a un tratamiento térmico, seguido de
un tratamiento enzimatico con una pectinasa y una Xilanasa comercial, se observé una
extraccion de ACL correspondiente al 23.6% del ACL total determinado por el método
analitico, y una cantidad de AC 2.5 veces mayor a la del AC presente en la PC. Esto sugiere
una hidrdlisis parcial del ACL durante el tratamiento térmico y/o enzimatico. Cuando la PC
entera se sometio al tratamiento enzimatico sin un tratamiento térmico previo, sélo se

extrajeron pequefias cantidades de ACL y AC (0.070 y 0.044 mg/g PC, respectivamente).

Para comprender esta situacion relacionada con la hidrolisis del ACL se planteé un
segundo experimento, en donde la PC entera se sometid a un tratamiento térmico seguido de
un tratamiento enzimatico usando 3 enzimas (pectinasa, xilanasa y celulasa) en tratamientos
independientes. Ademas, se prepar0 un tratamiento control en donde no se utilizaron

enzimas.
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Figura 7.2 Extraccion de AHCs por hidrdlisis con enzimas comerciales independientes.

En la Figura 7.2 se muestra la cantidad de ACL y AC extraido 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 recuper6 el 66-68% del ACL total. Esto es
ligeramente menor a la cantidad de ACL extraida en el tratamiento control. En el caso del
tratamiento con pectinasa se observo una disminucion del 86.3% de ACL extraido en el
tratamiento control. Ademas, se observé un incremento en la cantidad de AC presente en el
extracto. Este incremento en la cantidad de AC probablemente se debe a la hidrolisis parcial
del ACL catalizada por la pectinasa. El incremento en la cantidad de AC corresponde a un
72.6% de la disminucion del ACL con respecto al tratamiento control. En las condiciones de
reaccion enzimatica, 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 hidrdlisis
parcial del ACL extraido 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
preparacion comercial de pectinasa producida por A. niger. Faulds y Williamson (1993)
purificaron y caracterizaron dos FAEs (FAE | y FAE 1) a partir de una preparacién comercial
de pectinasa de A. niger. La FAE | 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 confirmé en el capitulo 9.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo difieren a los reportados por Torres-
Mancera (2013) sobre la extraccion enzimatica de AHC mediante hidrolisis enzimética
usando enzimas comerciales (pectinasa, xilanasa y celulasa). EI mayor rendimiento de
extraccion 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 enzimaticos 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 observo hidrolisis del ACL ni incremento en la cantidad de AC presente

antes de la hidrélisis.

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 recuperd de manera cuantitativa el AC,
el 73% del ApC y el 45% del AF extraible por hidrolisis alcalina de la PC. En ese estudio no
se encontr6 ACL después del tratamiento enzimatico 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 seccion, sugieren que el tratamiento térmico
propuesto puede ser utilizado para la extraccién de ACL a partir de PC sin necesidad de un
tratamiento enzimatico adicional. Por otro lado, el tratamiento con pectinasa puede usarse

para la recuperacion de los productos de la hidrolisis del ACL (AC y AQ).
7.4.2 Extraccion asistida por microondas de ACL de la PC

La EAM es una técnica que combina la extraccion solido-liquido con el uso de la

energia de las microondas para extraer compuestos objetivo de diferentes matrices. La alta
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temperatura y presion alcanzadas pueden causar la migracion 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 extraccion 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 extraccion convencional, como el menor
consumo de solvente y menor tiempo de extraccion. Sin embargo, las condiciones optimas
de extraccion dependen del equipo utilizado y de la matriz de la cual se extrae el compuesto.
Por ello se evalud el efecto de diferentes variables (solvente, concentracién del solvente y

tiempo de extraccidn) sobre la recuperacion de ACL de la PC mediante EAM.

Como primer paso se evaluo el efecto del solvente sobre la extraccion de ACL. Se
observo que el etanol tiene una mayor eficiencia de extraccion de ACL de la PC (Figura
7.3A). Cuando se evaluaron diferentes concentraciones de solvente, se encontro que la mayor
extraccion de ACL se obtuvo con etanol al 50%, por lo que se utiliz6 esta concentracion de
solvente para los experimentos posteriores. Un incremento o disminucion de la concentracion
de etanol reduce significativamente la cantidad de ACL extraido de la PC. Una
particularmente baja cantidad de ACL (0.302 mg/g PC) se extrajo cuando se utiliz etanol

anhidro como solvente (Figura 7.3B).
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Figura 7.3 Efecto del solvente (A) y de la concentracion del solvente (B) sobre la extraccion
de ACL de la PC por EAM (extracciones reaizadas a4 min a 50 °C).
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Figura 7.4 Efecto de la temperatura (A) y el tiempo de extraccién (B) sobre la recuperacion
de ACL de la PC por EAM.

La seleccion del solvente utilizado depende de la solubilidad del compuesto objetivo
(ACL) asi como de las propiedades eléctricas del solvente (constante dieléctrica). EI ACL es
mas 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 absorcion de la energia
de las microondas se incrementa conforme aumenta la constante dieléctrica del solvente,

haciendo maés eficiente el calentamiento (Zhang et al., 2008a).

Se evalud el efecto de la temperatura sobre la extraccion de ACL de la PC por EAM
(Figura 7.4A). La mayor extraccién de ACL se obtuvo a 50 °C, a temperaturas mas elevadas
(60-70 °C) no se observo un incremento en la extraccion de ACL y a 80°C se observé una
disminucion en la cantidad de ACL extraido. Generalmente, el incremento de la temperatura
favorece la extraccion 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 degradacion térmica. Este efecto ha sido observado a temperaturas superiores
a 50 °C durante la extraccion de ACL de granos verdes de café por EAM (Upadhyay et al.,
2012).

Finalmente se estudio el efecto del tiempo de extraccion (1-8 min) sobre la
recuperacion de ACL por EAM (Figura 7.4B). La mayor extraccion de ACL se alcanzo a los

4 min. Después de los 4 min se observo una disminucion en la cantidad de ACL extraido,
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probablemente debido a la descomposicion térmica de este compuesto. Sin embargo, esta

diferencia no fue estadisticamente significativa.

En las mejores condiciones de extraccion (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 hidrolisis alcalina. Una simple extraccion adicional con
etanol al 50% (10 mL, 1 min a temperatura ambiente en vortex) permitié extraer hasta el
71.6% del ACL total en una fraccion del tiempo requerida para la extraccion convencional.
La EAM permitié una alta recuperacion del ACL de la PC en un corto tiempo de extraccion.
El proceso fue sencillo, reproducible y se evit6 el uso de solventes téxicos, por lo que se
selecciond esta metodologia para la extraccion preparativa del ACL de la PC.

7.4.3 Purificacién del ACL de la PC

El ACL extraido de la PC por EAM fue purificado parcialmente usando cromatografia
en Amberlita XAD-16 y en una columna C18 semi-preparativa. Se realiz6 una serie de
experimentos semi-cuantitativos para seleccionar la fase estacionaria y el régimen de elucion.
En la Tabla 7.1 se muestra el rendimiento obtenido en el procedimiento final utilizado para
la purificacién del ACL.

El extracto etandlico seco tuvo una baja concentracién de ACL (11.3 mg/g de
extracto). Debido a la baja concentracion de ACL y la baja solubilidad del extracto crudo, la
purificacion directa de este extracto por HPLC semi-preparativo no fue conveniente. Por ello,
se utiliz6 una cromatografia en columna para concentrar el ACL y eliminar contaminantes

mayores del extracto, como los azUcares y otros compuestos polares.

Tabla 7.1 Purificacion de ACL a partir de un extracto etanolico de PC obtenido por EAM

Peso Pureza Factor de ~ ACL total Recuperacion
(9) (% p/v) purificacion (mg) (%)
Extracto crudo 8.791 1.13 1.0 99.6 100.0
Extracto libre de ) o 5.90 5.2 97.7 98.0
azucares
Fraccion 1 C18 0.07 61.71 105 432 43.4

Semi-preparativa
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Se probaron dos fases estacionarias para la concentracion del ACL (Amberlita XAD-
16 y Sephadex LH20). Inicialmente, la muestra se eluy6 con un gradiente escalonado de
etanol (0-100% v/v). La separacién en Sephadex fue lenta debido probablemente al tamafio
de particula, lo que ocasiond flujos bajos del eluyente. Ademas, con esta metodologia sélo
se recuperoé el 16% del ACL inyectado. En el caso de la cromatografia en Amberlita XAD-
16 se logro recuperar cerca del 100% del ACL inyectado, pero éste se distribuyo en varias
fracciones. Cuando se utilizé etanol al 96% (v/v) como eluyente, también se recuperé cerca

del 100% del ACL inyectado, pero éste se concentrd en un solo volumen de columna.

En el protocolo final, el extracto crudo (8.791 g) se disolvi6 en agua (100 mL) y se
aplicd a una columna empacada con 250 mL de Amberlita. Se eluy6 con 1000 mL de etanol
(96% v/v) y la fraccion rica en ACL (fraccidn 1) se recuperd en un volumen de columna (250
mL). Esta fraccidn se evapord y se secd para obtener 1.656 g de un extracto de PC libre de

azucares con una concentracion de 59 mg de ACL por g de extracto.

La Amberlita XAD-16 es una resina de adsorcion no ionica formada por un
copolimero de estireno y divinilbenceno. Se ha utilizado para la recuperacion de flavonoides,
taninos y acidos fendlicos (Tomas-Barberan et al., 1992; Schieber et al., 2003; Parejo et al.,
2004; Seeram et al., 2005). La Amberlita es utilizada para retener los compuestos fendlicos
y eliminar compuestos polares como azlcares, pectinas entre otros. Los compuestos
fenolicos son eluidos con solventes polares como etanol, metanol o acetona. Esta
metodologia permite obtener un extracto libre de azucares y rico en compuestos fenolicos.
Para el aislamiento de compuestos puros se requiere de técnicas con mayor resolucion, como

la cromatografia liquida contra-corriente y el HPLC preparativo.

Se evalu6 el uso de HPLC semi-preparativo para la purificacion del ACL a partir del
extracto de PC libre de azlcares. En un primer intento, se utilizé un método isocratico con
una fase movil compuesta de agua-metanol-acido acético (74.1:25:0.9). EI ACL se eluyé en
una fraccion con tiempo de retencion entre 28 y 38 minutos. Sin embargo, se detectaron
compuestos con tiempos de retencion de hasta 285 min, por lo que la separacion

cromatografica se prolong6 hasta por 5 h (Figura 7.5a).
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Figura 7.5 Cromatogramas semi-preparativos del extracto libre de azlcares usando un
método isocratico (a) y de gradientes (b).

Con la finalidad de reducir el tiempo de separacién, se utiliz6 un método en
gradientes. Con este método el tiempo de la separacion se redujo a 2 h (Figura 7.5b). La
fraccion con tiempo de retencidn de 28-38 min se colecto, se evapord y se secé para obtener
un extracto parcialmente purificado. Este extracto se utiliz6 como sustrato para la sintesis

enzimética de CAPE en el capitulo 9.

Los cromatogramas analiticos del extracto parcialmente purificado mostraron un solo
pico. Este pico corresponde con el tiempo de retencion y el espectro UV del ACL (Figura
7.6) pero el andlisis cuantitativo indicd una pureza del 61.7%. Esto se puede deber a que las
impurezas presentes son insolubles en el solvente utilizado (metanol-acido acético-agua,
25:0.9:74.1, VIV), no se separan en el método cromatografico 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 andlisis mas detallado, por ejemplo,

mediante HPLC acoplado a espectrometria de masas.

Lee et al. (2015) establecieron un método para la purificacion rapida de ACL a partir
de peras inmaduras. EI método propuesto consiste en extraccion liquido-liquido con acetato
de etilo, separacién cromatogréafica 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% Yy una recuperacion 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 purificacién obtenida con la

resina Diaion HP-20 con respecto a la Amberlita.
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Figura 7.6 Cromatogramas analiticos del extracto libre de azlcares (a) y el extracto
parcialmente purificado por HPLC semi-preparativo (b).

Amberlita XAD-16 y Diaion HP-20 son resinas no idnicas macroporosas formadas
por un copolimero de estireno-divinil benceno. Las principales diferencias entre ambas
resinas son el tamafio de poro (100 y 260 A para Ambertita XAD-16 y Diaion HP-20,
respectivamente) y el area superficial especifica (800 y 500 m?/g para Ambertita XAD-16 y
Diaion HP-20, respectivamente). El principio de adsorcidén de ambas resinas es similar, pero
se ha observado una mayor capacidad de adsorcion para Diaion HP-20 con respecto a
Amberlita XAD-16 (Shimizu y Li, 2005).

Con la metodologia 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, o0 como sustrato para la sintesis de compuestos de alto valor

afiadido, como el CAPE. Un ejemplo de ésta aplicacion se describe en el capitulo 9.
7.5 Conclusiones

En este capitulo se disefid una estrategia para extraer y purificar el ACL de la PC. La
extraccion acuosa despues de un tratamiento térmico en autoclave condujo a la extraccion
rapida y eficiente del ACL (72.6% del ACL total), pero el proceso fue dificil de controlar. El
tratamiento enzimatico con pectinasas después del autoclavado de la PC produjo una

hidrolisis parcial del ACL extraido. Esta metodologia es (til para la extraccion de AC y AQ,
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pero no para la obtencién de ACL. La EAM permitié una alta recuperacion del ACL de la
PC (71.6% del ACL total) en un corto tiempo de extraccion (4 min). El proceso fue sencillo,
reproducible y se evitd el uso de solventes toxicos, por lo que se seleccioné esta metodologia

para la extraccion preparativa del ACL de la PC.

La metodologia propuesta para la purificacion del ACL basada en la adsorcion en
Amberlitay HPLC preparativo permitio la obtencidn un extracto rico en ACL con una pureza

del 61.7%, mediante un proceso rapido y sencillo.
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8. Produccion de extractos enzimaticos con actividad clorogenato hidrolasa

8.1 Resumen

La clorogenato hidrolasa (E.C. 3.1.1.42) es una enzima que cataliza la hidrdlisis del
ACL produciendo cantidades equimolares de AC y AQ. Esta enzima se ha utilizado
principalmente para la produccion de AC a partir de subproductos agroindustriales ricos en
ACL, como la PC. Pero también puede utilizarse para catalizar la sintesis de ésteres del AC,
como el CAPE. Sin embargo, la falta de clorogenato hidrolasas comerciales dificulta el
desarrollo de estas aplicaciones. En este capitulo se describe la produccion de extractos

enzimaticos con actividad clorogenato hidrolasa producida por hongos en FMS.

Se desarroll6 una nueva técnica en placas de agar para la seleccion de
microorganismos productores de enzimas con actividad clorogenato hidrolasa basada en la
oxidacion del ACL residual con una solucién acuosa de hidroxido de amonio. Las 10 cepas
fangicas evaluadas (9 del género Aspergillus y 1 del género Rhizomucor) fueron capaces de
crecer en un medio de cultivo con ACL como Unica fuente de carbono, pero sélo las cepas
del género Aspergillus produjeron halos de aclaramiento debido a la hidrélisis de ACL. Estas
cepas fueron utilizadas para la produccién de enzimas con actividad clorogenato hidrolasa
en FMS.

La FMS se llev a cabo en viales de 4 mL y en reactores tubulares de lecho empacado.
Se uso agrolita como soporte inerte, la cual se impregné con un medio de cultivo con extracto
de café verde como inductor. Se observaron dos patrones de produccién de actividad
clorogenato hidrolasa. Las cepas de A. awamori, A. tamarii y A. oryzae alcanzaron la maxima
actividad clorogenato hidrolasa dentro de las primeras 24 h, pero la actividad decayo
rapidamente. Las cepas de A. japonicus y A. niger alcanzaron la maxima 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 produccion, actividad
méaxima 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
sintesis de CAPE en el capitulo 9.
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8.2 Introduccién

La clorogenato hidrolasa es una enzima (EC 3.1.1.42) que hidroliza el ACL y otros
acidos cafeoil quinicos a AC y AQ. A diferencia de las FAEs, la clorogenato hidrolasa no
actua sobre ésteres de AF, AS y ApC (Mateos et al., 2009).

Las principales aplicaciones de la clorogenato hidrolasa se basan en su actividad
hidrolitica. Por ejemplo, para evitar el oscurecimiento de frutas y vegetales, para reducir la
amargura de jugos de frutas o para la extraccion 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
etal., 2009). Por otra parte, la clorogenato hidrolasa puede ser usada para la sintesis de ésteres
bioactivos del AC, como el CAPE (Kishimoto et al., 2005).

Se ha reportado la produccion de clorogenato hidrolasa por hongos del género
Aspergillus, como A. niger, A. japonicus, A. ochraceus y A. sojae (Schébel y Pollmann, 1980;
Okamura y Watanabe, 1982; Asther et al., 2005; Adachi et al., 2008; Ramirez 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 afios. Sin embargo, este producto esta fuera del mercado

y actualmente no se conocen fuentes comerciales de clorogenato hidrolasa.

Las aplicaciones de la clorogenato hidrolasa en reacciones de hidrolisis y sintesis son
atractivas. Sin embargo, la falta de fuentes comerciales de clorogenato hidrolasa dificulta el
desarrollo de estas aplicaciones. Por ello, en este capitulo estudiamos la produccién de

enzimas con actividad clorogenato hidrolasa por hongos filamentosos en un sistema de FMS.
8.3 Materiales y métodos

8.3.1 Busqueda de microorganismos productores de enzimas con actividad clorogenato

hidrolasa

Se realiz6 una busqueda de microorganismos productores de enzimas con actividad
clorogenato hidrolasa. Se utilizaron 10 cepas fangicas (9 del género Aspergillus y 1 del

género Rhizomucor). Estas cepas fueron obtenidas de la coleccion de microorganismos del
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Departamento de Investigacion en Alimentos de la Universidad Autonoma de Coahuila, de
la Planta Piloto 4 de la Universidad Autonoma Metropolitana, de la Agricultural Research
Service Culture Collection (NRRL, U.S.A.) y de la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo,
CECT, Esparia (Tabla 8.1). Estas cepas se seleccionaron debido a su capacidad para crecer

en medios con alto contenido de compuestos fendlicos.

Tabla 8.1 Microorganismos utilizados para la produccion de enzimas con actividad

clorogenato hidrolasa

Microorganismo Coleccion 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 Plantacion de café
Rhizomucor pusillus 23alV PP4-UAM Copra de coco

Las esporas se activaron en matraces con agar papa-dextrosa y los cultivos se
incubaron durante 7 dias 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
concentracion de esporas en la suspension se contd y se ajusto a 1 x 107 esporas/mL con agua
destilada. Se tomaron 10 uL de esta suspensién de esporas y se utilizaron para inocular cajas
con 20 mL de medio agar Asther modificado. EI medio utilizado estuvo compuesto por (en
g/L): Tartrato de diamonio, 1.842; extracto de levadura, 0.5; KH2POa, 0.2; CaCl2+2H-0,
0.0132; MgS04+7H>0, 0.5; ACL, y agar, 15 g/L. Las placas se incubaron durante 5 dias a 30
°C. Se midio el crecimiento radial cada 24 h. La hidrolisis del ACL se revel6 con el uso de
NHsOH. A los 3 dias de incubacion se retiraron 2 cajas de cada cepa, se agregaron 2.5 mL

de NH4OH al 28%. Se agitd durante 30 segundos, y después se elimind el exceso de solucion.
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Se observo una coloracidn verde en las zonas con presencia de ACL y una coloracion amarilla
en las zonas sin ACL (Figura 8.1).

Figura 8.1 Técnica de crecimiento radial y halos de hidrolisis: a) Crecimiento radial después
de 3 dias de incubacion; b) Placa después de la adicion de NH4OH al 28%; c) Placa después
de la incubacion con NH4OH al 28% durante 2 h.

Las placas se incubaron a temperatura ambiente en la campana de extraccion de
vapores Yy despues de 2 h se midieron los halos de hidrolisis producidos. Se determind el

indice de potencia con la siguiente ecuacion:

IP=—2 Ecuacién 8.1

En donde: IP = indice de potencia, Du = Diametro del halo aclaramiento debido a

hidrdlisis de ACL y Dc = Diametro de la colonia.
8.3.2 Produccidn de enzimas con actividad clorogenato hidrolasa por FMS en viales

Se estudio la produccién de enzimas con actividad clorogenato hidrolasa en un
sistema de FMS en pequefia escala. El cultivo se llevo a cabo en viales de 4 mL con 0.3 g de
agrolita (malla 12-16) como soporte s6lido y 0.5 mL de medio liquido Asther modificado. El
medio Asther modificado esta compuesto por: Tartrato de diamonio (1.842 g/L), extracto de
levadura (0.5 g/L), KH2PO4 (0.2 g/L), CaCl2+2H.0 (0.0132 g/L), MgSO4+7H.0 (0.5 g/L),
maltosa (2.0 g/L) y extracto de café verde (15.0 g/L). El medio de cultivo se inocul6 con

1x10" esporas/mL de medio y se incubaron durante 5 dias a 30 °C.
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Se tomaron muestras por duplicado cada 24 h. Se mezclé el contenido de cada vial
con 2 mL de buffer de fosfatos (50 mM pH 6.5), se agitdé durante 1 min en vortex, el
sobrenadante se decantd y se repitio el procedimiento una vez mas. El extracto obtenido (4.0-
4.5 mL) se centrifugd durante 10 min a 10 000 rpm. EI sobrenadante se filtrd a través de
membranas de celulosa regenerada de 0.22 pum y el liquido filtrado se analiz6 en HPLC para
determinar el contenido de ACL y AC, asi como para la determinacion de actividad
clorogenato hidrolasa.

8.3.3 Produccion de enzimas con actividad clorogenato hidrolasa por FMS en columnas

La produccion de clorogenato hidrolasa se llevo a cabo en reactores empacados con
aireacion forzada (columnas de vidrio de 2.3 cm de diametro interno). Se prepard medio
Asther sin inductor a una concentracion 2X y se esteriliz6 en autoclave (15 min, 15 Ib). El
medio se suplementd con 30 g/L de extracto de café verde (concentracion final = 15 g/L) y
se filtrg a través de membranas de celulosa estériles con un tamafio de poro de 0.45 um. El
medio se inoculd con una suspension de esporas para tener una concentracion final de 1 x
107 esporas/mL. Se agreg6 el agua destilada estéril necesaria para diluir el medio a una
concentracion 1X. En un vaso de precipitados se colocaron 60 g de agrolita estéril y se
mezclaron con 100 mL de medio Asther previamente inoculado. EI material se homogenizé
y se empaco en columnas de vidrio de 2.3 cm de diametro. Las columnas se incubaron durante

40 h a 30 °C con una aireacion forzada de 10 mL/min.

Durante la incubacion, se registro la produccion de CO. y el consumo de O, mediante
un respirémetro construido y patentado en nuestro laboratorio (Torres-Mancera, 2013) . Se
retiraron 2 columnas de cada cepa a las 14, 24 y 40 h de incubacién. EI material fermentado
se retird de las columnas, se homogeniz6 y se tomaron muestras de 1 g de materia himeda
por columna. Se mezclo el contenido de cada muestra con 2.5 mL de buffer de fosfatos (50
mM pH 6.5), se agitd durante 1 min en vortex, el sobrenadante se decantd y se repitié el
procedimiento una vez mas. El extracto obtenido (4.5-5.0 mL) se centrifugo durante 10 min
a 10 000 rpm. El sobrenadante se filtro a través de membranas de celulosa regenerada de 0.22
um y el liquido filtrado se analiz6 en HPLC para determinar el contenido de ACL y AC, asi

como para la determinacidn de actividad clorogenato hidrolasa.

8.3.5 Métodos analiticos
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Andlisis de ACy ACL

La cuantificacion de los AC y ACL se hizo mediante un método cromatografico. La
separacion se llevdo a cabo en un equipo de HPLC Shimadzu Prominence descrito
anteriormente (seccion 6.3.4). La separacion se llevd a cabo en una columna Restek Ultra
C18 (150 x 3.2 mm). Se utiliz6 un método isocratico, con una fase mdvil compuesta por
metanol (25 %), cido acético (0.9 %) y agua (74.1 %) a un flujo de 0.5 mL/min. La deteccion
se hizo a 320 nm. Se construyeron curvas patron de cada uno de los estandares (AC y ACL)

en concentraciones de 0.002 a 0.5 mg/mL.

Andlisis de maltosa, glucosay AQ

La cuantificacion de maltosa, glucosa y AQ se realizé mediante HPLC. La separacion
se llevo a cabo en un equipo de HPLC Shimadzu Prominence descrito anteriormente (seccién
6.3.4). La separacion se llevo a cabo en una columna Aminex HPX-87H (300 x 7.8 mm). Se
utiliz6 un método isocratico con H.SO4 5 mM como fase movil a un flujo de 0.6 mL/min a
65 °C. El AQ se detectd 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 indice de refraccion
(Shimadzu RID-20A).

Determinacion de la actividad clorogenato hidrolasa

La actividad clorogenato hidrolasa se cuantificd utilizando ACL como sustrato. Se
colocaron 900 pL de ACL 5 mM en buffer de fosfatos (50 mM pH 6.5). Se agregaron 100
pL de extracto enzimatico y se incubd durante 30 min a 37 °C. La reaccion se detuvo
agregando 1 mL de metanol. La mezcla de reaccion se filtré a través de membranas de
celulosa regenerada de 0.2 um de poro y se inyectd a un equipo de HPLC para cuantificar la
liberacion de AC durante la reaccion enzimatica. Se prepararon tubos control en los que el

extracto enzimatico se agrego después de detener la reaccion.

Humedad y pH

La humedad se midi6 en un analizador de humedad Ohaus MB45. Se midio 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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determind de acuerdo a la Norma Mexicana NMX-AA-025-1984 con algunas
modificaciones. Se pes6 1 g de muestra himeda en un vaso de precipitados de 50 mL se
agregaron 9 mL de agua destilada y se agitdé durante 10 min con un agitador magnético. Se
dejo reposar durante 30 min y se midio el pH del sobrenadante con un potencidmetro

previamente calibrado.
8.3.6 Estimacion de parametros cinéticos

El crecimiento se estimé indirectamente mediante respirometria, como fue descrito
por Torres-Mancera (2013). La produccion de CO2 se model6 utilizando la ecuacion
logistica. EI consumo de O se describié con el modelo de Pirt (1975) y la formacion de
producto (actividad clorogenato hidrolasa) se describié 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 CO:> en lugar de los de biomasa. Para el modelamiento del proceso

(COg, O2 y actividad clorogenato hidrolasa) se hicieron las siguientes consideraciones:

e Latasa de produccion de CO. (dCO2/dt) es proporcional a la tasa de crecimiento en el
periodo evaluado (40 h).

e La produccion maxima de CO2 (CO2 max) €s proporcional a la maxima concentracion de
biomasa (Xmax).

e Los rendimientos de COz/biomasa (Ycoaix) y de CO2/O2 (Ycozso2) son constantes en el
periodo observado (40 h).

e El coeficiente de consumo de sustrato no asociado al crecimiento (y) corresponde a la
fraccion 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).

e Si este modelo simple sirve para simular los datos experimentales, es posible que las

consideraciones anteriores sean correctas.

La produccién de CO- se describio por el modelo logistico:

dco,
dt

COo .,
= Heo, -Coz[l— 0 2 j Ecuacion 8.2

2max
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co, = COmax Ecuacion 8.3

En donde dCO./dt es la tasa de producciéon de CO2, HUco2 es la tasa especifica de
produccién de COz, CO2 es la produccion acumulada de CO2 y COzmax €S la maxima
produccion de COz. Los datos de produccién de CO:z se integraron aplicando la regla del
trapecio para obtener la cantidad de CO: total producido por g de ms. Los resultados
integrados se ajustaron a la ecuacion integrada del modelo logistico (Ecuacion 8.3) por
minimizacién de la sumatoria de los errores al cuadrado. Se utilizo el algoritmo de Gradiente
Reducido Generalizado (GRG) con la funcion Solver de Excel 2013 (Microsoft, Redmond,
WA).

El consumo de O estimo usando el modelo de Pirt (1975):

do, 1 dco,

2 +mg, CO, Ecuacion 8.4
1 Cco CO -CO .,
0,00, = (CO, —CO,q)+mg, ——2mex | p ~—2max 20 Ecuacion 8.5
2
Ycoz 10, Hco, CO;max —CO,

En donde dO/dt es la tasa de consumo de Oz, Ycozo2 €s el rendimiento respiratorio
asociado al crecimiento, moz es el coeficiente de consumo de O2 no asociado al crecimiento,
O20es el Ox cuandot =0y CO2¢ es el CO2 cuando t = 0. Los parametros Ycozo2 Y y se

calcularon por regresion lineal usando la ecuacion 8.5.

La formacion de producto (actividad clorogenato hidrolasa) se estimé con el modelo
de Luedeking y Piret (1959):

dP _ dco,

el CcO Ecuacién 8.6
at & dt +ACO,

P-Py=a(CO, _C020)+ﬂcozmax Ln(cozmax _COZOJ Ecuacion 8.7
Hco, COzmax —CO,

En donde dP/dt es la tasa de formacion de producto (actividad clorogenato hidrolasa),

a es el coeficiente asociado al crecimiento, S es el coeficiente no asociado al crecimiento y
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Po es la actividad clorogenato hidrolasa cuando t = 0. Los coeficientes a y  se calcularon
por regresion lineal usando la ecuacion 8.7. Los parametros cuyo intervalo de confianza
(95%) incluyé el cero, se descartaron del modelo sin afectar el ajuste.

8.4 Resultados y discusion

8.4.1 Seleccion de microorganismos productores de enzimas con actividad clorogenato

hidrolasa

Se evalud el potencial de 10 cepas fungicas (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 observé un
crecimiento lineal durante los 5 dias del experimento. Por lo que la tasa de crecimiento radial
se calculd por regresion lineal. El crecimiento superficial alcanz6 un radio de 24 a 40 mm en

5 dias para todas las cepas.

50 50
® A awamori 3112 O  A. niger PSH
O A japonicus ANS B A oryzae 2094
& A niger CH4 $ A oryzae 2095
40 4 & A niger GH1 40 4 A A. tamani V12307 g
¥ A niger HT4 v R pusillus 23alV

w
(=]
I

Crecimiento radial (mm)
]
o

0 20 40 80 80 100 120 140 0O 20 40 60 80 100 120 140
Tiempo (h) Tiempo (h)

Figura 8.2 Crecimiento radial de 10 cepas fangicas en medio agar Asther modificado, con
ACL como unica fuente de carbono.

Extraccion, purificacion y transformacion enzimatica del ACL de la PC 74



8. Produccidn de extractos enzimaticos con actividad clorogenato hidrolasa

En la Tabla 8.2 se muestra la tasa de crecimiento radial y el indice 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
observo para la cepa de R. pusillus. La menor tasa de crecimiento radial (0.216 £ 0.008 mm/h)

se observo para la cepa 2095 de A. oryzae.

Tabla 8.2 Crecimiento radial e indice de potencia de 10 cepas fungicas en agar con ACL
como unica fuente de carbono

Tasa de crecimiento radial

Microorganismo indice de potencia

(mm/h)

Aspergillus awamori 3112 0.243 £ 0.005°¢ 1.26 £0.02
Aspergillus japonicus AN5 0.242 +0.019 « 1.36 £ 0.05
Aspergillus niger CH4 0.255 + 0.008 b° 1.29+0.03
Aspergillus niger GH1 0.276 +0.002 1.31+£0.11
Aspergillus niger HT4 0.267 +0.003 * 1.28 +0.08
Aspergillus niger PSH 0.277 £0.002 ° 1.23+0.00
Aspergillus oryzae 2094 0.246 £ 0.006 © 1.23+0.00
Aspergillus oryzae 2095 0.216 + 0.008 ¢ 1.27 £ 0.00
Aspergillus tamarii V12307 0.240 + 0.008 « 1.20 £ 0.00
Rhizomucor pusillus 23alV 0.282 +£0.028* N.D.

*ND = No detectado; Letras iguales en la misma columna indica que no existen diferencias
significativas (prueba de Tukey, a=0.05). * No hay diferencias significativas de acuerdo al
ANOVA en rangos (Kruskal-Wallis 0=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
etal., 1993) o pectina (Loera y Viniegra-Gonzéalez, 1998), probablemente debido a limitacion
de nutrientes. Larralde-Corona y colaboradores (1993) estudiaron el efecto de la
concentracion de glucosa y de relacion C/N sobre el crecimiento radial de A. niger. La tasa
de crecimiento radial se incrementdé de 0.355 a 0.570 mm/h cuando se incrementé la
concentracion de glucosa inicial de 10 a 100 g/L (relacion C/N = 12), mientras que para una
concentracion de 1 g/L de glucosa, la tasa de crecimiento radial fue de 0.298 a 0.332
independientemente de la relacion C/N (Relacion C/N = 0.12-120). En el presente trabajo, la

unica fuente de carbono (ACL) se utilizé a una baja concentracion (1 g/L).
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En cuanto la hidrdlisis del ACL, 9 de las 10 cepas evaluadas (todas, excepto
Rhizomucor pusillus) produjeron halos en las condiciones evaluadas. EI mayor indice de
potencia (1.36) se observd para A. japonicus AN5. Sin embargo, el analisis de varianza indicd
que no existe diferencia significativa entre los indices de potencia producidos por los 9

microorganismaos.

El crecimiento radial sobre medios de cultivo selectivo y la formacion de halos de
hidrolisis 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 Unica fuente de carbono y la formacion
de halos de hidrdlisis permiti6 identificar microorganismos con potencial para la produccion
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 hidrdlisis de ACL,
por lo que se utilizaron para la produccion de enzimas con actividad clorogenato hidrolasa
un sistema de FMS en pequefia escala. La cepa de Rhizomucor pusillus no produjo halos de

hidrolisis, pero se utiliz6 como control negativo en los siguientes experimentos.
8.4.2 Produccion de enzimas con actividad clorogenato hidrolasa por FMS en viales

Se evaluo la capacidad de 10 cepas flngicas 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 llevé 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 solo consumio 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 observé la acumulacién de AC
durante las primeras horas de incubacion (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 acumulacion de AC libre en el medio de cultivo es un indicativo de la
presencia de enzimas extracelulares con actividad clorogenato hidrolasa. Se observé un
grupo de microorganismos en donde la hidrolisis total del ACL se llevé 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

incubacion (A. awamori, A oryzae 2094 y R. pusillus).

Se observé la acumulacion de AC durante la FMS con las diferentes cepas del género
Aspergillus. La mayor acumulacién de AC (10.72-22.3 umol/g SS) se observé entre las 8 y
las 20 h de incubacion. Después de alcanzar la maxima concentracion, el AC es rapidamente
consumido. La méxima concentracion 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 acidos cafeoil-quinicos 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).
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Figura 8.4 Acumulacion de AC durante la FMS en viales

Tabla 8.3 Hidrolisis del ACL durante la FMS en viales

Concentracion

Microorganismo ACL consumido maxima d_e AC Rendimiento
(umoles/g SS)* producido (%)
(umoles/g SS)

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+ 35
A. niger HT4 8.92+0.79 16.00 £ 0.00 168.8 £ 0.0
A. niger PSH 048 +1.24 10.73 +0.05 114.2 + 145
A. oryzae 2094 8.31+£0.50 13.93+0.40 1679+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 2488+ 7.6
R. pusillus 23alV 0.35+0.30 0.69 +0.46 223.0+62.5

*ACL consumido en el momento de mayor acumulacion 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 observd 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 despues 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 fermentacion. Este
comportamiento puede estar relacionado a un proceso de deterioro de la enzima, ya sea por
factores fisicos (calor) o bioquimicos (actividad proteolitica). Sin embargo, es necesario

realizar mas estudios para conocer el origen de dicho deterioro.
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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 cafia como soporte
(0.133U/g msi) (Ramirez et al., 2008).

8.4.3 Produccion de enzimas con actividad clorogenato hidrolasa por FMS en columnas

El experimento en tubos viales de laboratorio permitio obtener informacion detallada
sobre la hidrdlisis del ACL, la acumulacion de AC y la produccién de clorogenato hidrolasa
por las 10 cepas fangicas en un sistema de FMS. Sin embargo, esta informacién no fue

concluyente para seleccionar la mejor cepa para producir clorogenato hidrolasa. Por ello, se
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estudio la produccion 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 monitored durante 40 h. Se tomaron muestras en diferentes tiempos de
incubacion para medir el consumo del sustrato y la actividad clorogenato hidrolasa. El
crecimiento se estimé de manera indirecta usando datos de respirometria. Los pardmetros de
crecimiento se estimaron utilizando el modelo logistico. La Figura 8.6 muestra los perfiles
de las tasas de produccion de CO> de las 9 cepas durante la FMS en columnas. Se observan
perfiles similares de CO para la mayoria de las cepas (A. japonicus AN5, A. tamarii V12307,
A. oryzae 2095y las 4 cepas de A. niger). Estas cepas alcanzan la maxima tasa de produccion
de CO2(de 1.73 a2.58 mg de CO2 /h-g ms) en un periodo de incubacion de 11.2 a 12.7 h. Por
otra parte, A. awamori y A. oryzae 2094 alcanzan su maxima tasa de produccion de CO2 (de

1.41 a 2.09 mg de CO- /h-g ms) a un tiempo de incubacion més prolongado (17.2-19.9 h).
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Figura 8.6 Tasa de produccion de CO; de las 9 cepas del género Aspergillus durante la FMS
en columnas.

En la Figura 8.7 se muestra la produccién acumulada de CO,. Los datos
experimentales se sefialan con los diferentes simbolos y las lineas continuas representan el

ajuste del modelo logistico. La menor produccion de COz (experimental) se observo para A.
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awamori 3112 (11.20 + 0.23 mg/g ms), mientras que la mayor produccion acumulada de CO-

fue de 14.62 £+ 0.36 mg/g ms para A. japonicus ANS.

Produccion de CO, (mg CO,/g ms)
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Figura 8.7 Produccion de CO; durante la FMS en columnas

La Tabla 8.4 muestra los parametros calculados con dicho modelo. Estos datos se

ajustaron adecuadamente al modelo, con valores de R? superiores a 0.97. Los valores de CO>

max estimados por el modelo fueron cercanos a los observados experimentalmente (de 11.01

a 14.18 mg de CO2/g ms). La constante especifica de produccién de CO2 (Uco2) mas baja fue
la de A. japonicus AN5 (0.38 + 0.01 h') y la més alta fue de A. oryzae 2094 (0.64 h?) el resto
de las cepas tuvieron un valor de pCO2de 0.43 a 0.56 h™™.

Tabla 8.4 Pardmetros cinéticos calculados con el modelo logistico

Microorganismo u COx* CO2 max* R?
mg/g ms
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 1141 +154 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 a=0.05)
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La Figura 8.8 muestra los perfiles de la tasa de consumo de Oz para las 9 cepas durante
la FMS en columnas. Se observan perfiles similares a los de produccién de CO». Las cepas
de A. japonicus, A. tamarii, A. niger y la cepa 2095 de A. oryzae alcanzaron la maxima tasa
de consumo de Oz 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 maxima tasa de consumo de O (1.06 y 1.45 mg
de O2/h-g ms) a las 18.6 y 17.1 h, respectivamente. Los datos de produccién de O2 se
integraron aplicando la regla del trapecio para obtener la cantidad de O, total consumido por

g de ms. Los resultados integrados se ajustaron al modelo de Pirt mediante regresion lineal.
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Figura 8.8 Tasa de consumo de O- de las 9 cepas del género Aspergillus durante la FMS en
columnas.

En la Figura 8.9 se muestra el consumo acumulado de O». Los datos experimentales
se sefialan con los diferentes simbolos y las lineas continuas representan el ajuste al modelo
de Pirt. El menor consumo acumulado de O> (experimental) se observé para A. awamori 3112
(12.84 £ 0.03 mg/g ms), mientras que el mayor consumo de Oz fue de 16.01 + 0.30 mg/g ms
para A. niger HT4.
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Figura 8.9 Consumo acumulado de O; durante la FMS en columnas.

La Tabla 8.5 muestra los parametros calculados con el modelo de Pirt. Los datos se
ajustaron adecuadamente al modelo, con valores de R? superiores a 0.99. Los valores de O
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 estadisticamente significativas
entre el rendimiento respiratorio asociado al crecimiento (Ycoz02) ni entre el coeficiente de
consumo de O no asociado al crecimiento (moz) obtenidos para los diferentes
microorganismos estudiados. El rendimiento Ycozi02 estimado por el modelo fue menor a uno
en todos los casos (0.863-0.970 mmol CO2/mmol O»). El coeficiente y 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 Oz es mayor que la produccion de COa.

Tabla 8.5 Parametros de consumo de O» estimados por el modelo de Pirt

. . Ycoz02* moz2* 5
Microorganismo (mmol CO2/mmol Oz2)  (mmol Oz/mmol CO2-h) R
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 a=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 incrementd continuamente desde el inicio de la fermentacidn hasta alcanzar
su valor maximo (0.82-0.91 mmol CO2/mmol O2) y después disminuy6 hasta alcanzar un
valor de 0.53-0.76 mmol CO2/mmol O al final de la fermentacion. Estos valores indican un

consumo de O mayor a la produccion de CO> (1.3-1.9 veces mayor, en base molar).
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Figura 8.10 Evolucion del coeficiente respiratorio (CR) durante la FMS en columnas.

De acuerdo con los parametros calculados con el modelo de Pirt, al final de la
fermentacion (40 h) del 60 al 77% del O consumido esta asociado al crecimiento, mientras
que del 23 al 40% del O2 consumido esta destinado a funciones no asociadas al crecimiento
fangico. EIl valor del CR depende de la estequiometria de la fermentacién. En el caso de
respiracion aerobia usando azUcares y carbohidratos como sustratos, el CR generalmente es
cercano a uno (Rodriguez-Leon et al., 2008). En el presente trabajo se utiliz6 un sustrato
complejo compuesto de azucares, acidos fendlicos y otros compuestos no identificados
presentes en el extracto de café verde, por lo que no es posible establecer la estequiometria
de la fermentacion. Valores de CR menores a 1 pueden estar relacionados a la limitacion de
sustrato (Righelato et al., 1968) a la produccion de metabolitos secundarios (Rodriguez-Leon

et al., 2008) y a la oxidacion de cadena de acido 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 observo un descenso en
la humedad durante la incubacion, pero la humedad final fue siempre igual o mayor al 54%
(Figura A2.1). Este descenso en la humedad no afectd el crecimiento, ya que la humedad
siempre fue superior al punto critico de humedad (PCH) de la agrolita el cual es del 29%
(Mendoza-Ortiz, 2006). EI PCH representa la cantidad de agua ligada al soporte, la cual no
puede ser utilizada por los microorganismos para sus funciones metabodlicas. 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 observo un descenso del pH durante las primeras horas
(de 0.3 a 1.8 unidades), seguido de un aumento hasta el final de la fermentacion (pH final =
6.6-7.25). Para las cepas de A. tamarii y A. oryzae se observé un aumento continuo desde el
inicio hasta el final de la fermentacién (pH final = 8.3-8.4) (Figura A2.3).

Las variaciones del pH durante la fermentacion se deben a la actividad metabolica del
microorganismo. Las principales causas del descenso del pH son la secrecion de &cidos
organicos (acido citrico, acetico, lactico, etc.) y el consumo de sales de amonio (Raimbault,
1998). Por otra parte, la alcalinizacion del medio de cultivo, generalmente esta asociado a la
liberacion de amoniaco como producto de la actividad proteolitica y la descomposicion de
los aminoécidos (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 observé un rapido consumo
del ACL en menos de 18 h para todas las cepas. S6lo se observo acumulacion importante de
AC en el caso de A. awamori 3112, probablemente debido a su crecimiento mas lento con
respecto a las demas cepas. Un comportamiento similar se observd para los perfiles de

acumulacién de AQ.

Todas las cepas estudiadas consumieron completamente el AQ liberado durante la
hidrolisis del ACL, excepto la cepa de A. japonicus. En el caso de A. japonics AN5, se
observo una concentracion de 1.277 p 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

Extraccion, purificacion y transformacion enzimatica del ACL de la PC 85



8. Produccidn de extractos enzimaticos con actividad clorogenato hidrolasa

ACL consumido. Estos resultados sugieren que el ACL y los productos de su hidrolisis son

fuentes de carbono facilmente asimilables para las especies de Aspergillus estudiadas.

Se observo un consumo total de la maltosa para todas las cepas estudiadas. En el caso
de la glucosa, sélo se observé 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 i1 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 produccion 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
incubacidn, pero después presentan un descenso rapido de esta actividad. El resto de las cepas
alcanzaron su méaxima actividad entre las 14 y las 40 h, y esta actividad se mantuvo estable
hasta el final de la fermentacion. El descenso de la actividad enzimatica para las cepas de A.
awamori, A. oryzae y A. tamarii puede estar relacionado a la produccion de proteasas. Esta
hipétesis es apoyada por la alcalinizacion del medio de cultivo observada para estas cepas.

Sin embargo, en este trabajo no se determind la actividad proteasa.

1.0 1.0
—&—— A avamon 3112 4*07 2 niger Piglg4
— O — A japonicus AN5 - - . oryzae
— —9—— A niger CH4 — —O—— A oryzae 20985
08 — A A nigerGH1 0.8 - ———h——— A tamari V12307 ®

—-—w—— A niger HT4

o
(=23
I

o
'S
1

Actividad clorogenato hidrolasa (U/g ms)

Tiempo (h) Tiempo (h)

Figura 8.11 Produccion de actividad clorogenato hidrolasa durante la FMS en columnas (los
marcadores representan los valores experimentales, las lineas representan la produccion
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 decayo 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 enzimatica se increment6 continuamente hasta las
40 h.

Los datos de actividad enzimatica se ajustaron al modelo de Luedeking y Piret
acoplado al modelo logistico de crecimiento estimado a través de la produccién de CO..
(Soto-Cruz et al., 2002) En la Tabla 8.6 se muestran los valores estimados para el pardmetro
asociado al crecimiento (o) y el parametro no asociado al crecimiento (B). Se observé un
buen ajuste de los datos al modelo, con valores de R? superiores a 0.93 en todos los casos.
De acuerdo con un intervalo de confianza del 95%, el pardmetro a fue significativo para
todos los casos, por lo que la produccion de la actividad clorogenato hidrolasa esta asociada

al crecimiento.

Tabla 8.6 Parametros calculados para el modelo de Luedeking-Piret

. . a
Microorganismo (U/mg CO2) U /mgﬁC Ozh) R?
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

*Pardmetros no significativos de acuerdo con el intervalo de confianza (95%)

El parametro a corresponde al rendimiento de producto por CO2 (Yrpico2). En este
caso se utilizo la respirometria para estimar de manera indirecta el crecimiento, por lo que el
parametro o se calculd en términos de U por mg de CO. producido. El valor mas bajo
calculado para el parametro a fue de 0.040 U/mg COg, para A. tamarii V12307 y el mas alto
fue de 0.083 U/mg CO., 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 mas

el doble de actividad por g de biomasa que la cepa V12307 de A. tamarii.

El parametro no asociado al crecimiento (/) calculado para las cepas de A. japonicus
y A. niger fue despreciable. El intervalo de confianza de estos parametros incluyd el valor
cero, por lo que estos pardmetros fueron removidos del modelo sin afectar el ajuste (Soto-
Cruz etal., 2002). En el caso de las cepas de A. awamori, A. oryzae y A. tamarii, el parametro
B fue significativo, pero menor a cero. L0S valores negativos del pardmetro 3 pueden estar
relacionados con una tasa de decaimiento en la actividad clorogenato hidrolasa, la cual no

esta presente en los cultivos con las cepas de A. niger y A. japonicus (Aguilar et al., 2001).

El decaimiento en la actividad enzimatica al final del cultivo puede estar relacionado
con diferentes factores, como la estabilidad de la enzima o la actividad proteolitica. Las
fermentaciones se llevaron a cabo a 30°C, por lo que la desactivacién térmica de la enzima
es poco probable. La alcalinizacion 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 parametro S. La alcalinizacion del medio de cultivo esta frecuentemente asociado a la
actividad proteolitica (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 hipétesis en necesario cuantificar la actividad proteasa durante
la FMS.

8.5 Conclusiones

La estrategia experimental utilizada nos permitio 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
produccidn de esta enzima. Las 10 cepas microbianas evaluadas fueron capaces de crecer en
un medio de cultivo solido con ACL como fuente de carbono, pero sélo las cepas del género
Aspergillus fueron capaces de producir halos de hidrolisis de ACL. Los experimentos de
FMS en micro-escala confirmaron que sélo 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, produccion de COp,
consumo de ACL, acumulacion de productos de la hidrélisis del ACL y produccién de
actividad clorogenato hidrolasa durante la FMS con las diferentes cepas fungicas. 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 disminuyo casi a la mitad (0.403 + 0.045
U/g ms) a las 40 h de incubacion. 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 parametros calculados con el modelo de Luedeking-Piret mostraron dos grupos
de microorganismos. En el primero (cepas de A. japonicus y A. niger) el parametro £ fue
despreciable, por lo que la produccion de la actividad clorogenato hidrolasa es
completamente asociada al crecimiento. En el segundo grupo (cepas de A. awamori, A.
oryzae y A. tamarii) el parametro S fue negativo, lo que indica un decaimiento de la actividad
enzimatica. Este decaimiento coincide con la alcalinizacion del medio de cultivo, y puede
estar asociado a la actividad proteolitica. Sin embargo, en este trabajo no se determind la

actividad proteasa.

Para fines comerciales y de investigacion, la produccion de enzimas con actividad
clorogenato hidrolasa por cepas de A. japonicus y A. niger es mas conveniente que las cepas
de A. awamori, A. oryzae y A. tamarii, debido a los patrones de actividad enzimatica durante
la FMS.
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9. Sintesis enzimatica de CAPE

9.1 Resumen

El ester fenetilico del &cido cafeico (CAPE) es el principal compuesto activo presente
en el propoleo y tiene numerosas actividades biologicas (antioxidante, antiinflamatoria,
antiviral, carcinostatica, entre otras). Debido a estas propiedades, el CAPE tiene aplicaciones
potenciales en medicina y cosmetologia. En este capitulo se desarrolld6 un método para la
sintesis enzimatica de CAPE.

Se estudiaron las reacciones de esterificacion entre AC y 2-FE y de transesterificacion
entre ACL y 2-FE catalizada por enzimas comerciales (lipasas, y enzimas con actividad
clorogenato hidrolasa) en disolventes organicos y en una microemulsion agua-AOT-
isooctano. Se modelaron las cinéticas de produccién de CAPE para todos los casos

estudiados.

La lipasa B de C. antarctica inmovilizada (Novozym® 435) fue capaz de catalizar la
sintesis de CAPE mediante esterificacion entre AC y 2-FE con un rendimiento alto (88.74 +
8.57%) usando isooctano como disolvente. Pero el rendimiento de la transesterificacion entre
ACL y CAPE fue bajo (0.91 + 0.30%). El uso de disolventes o cosolventes méas polares que
el isooctano mejoré la solubilidad del AC, pero no mejoro la tasa de reaccion ni la conversion
o el rendimiento final. Una pectinasa liofilizada de A. niger con actividad clorogenato
hidrolasa fue incapaz de catalizar la sintesis de CAPE por reacciones de esterificacion o

transesterificacion usando isooctano como disolvente.

En el sistema de microemulsion agua-AOT-isooctano, la lipasa libre de C. antarctica
(Lipozyme® CALB) catalizo la reaccion de esterificacion entre AC y 2-FE y la reaccion de
transesterificacion entre ACL y 2-FE aproximadamente con la misma constante de reaccion
de primer orden (k = 0.002 h). Mientras que una hemicelulasa comercial (Novozyme
NS22002) con actividad clorogenato hidrolasa catalizé las reacciones de esterificacion y
transesterificacion con constantes de reaccion (k) 12 y 350 veces mayor que la lipasa (0.025
y 0.766 h'!, respectivamente). Se evalud el efecto de la temperatura, el pH, la relacion molar
agua/surfactante (wo) y la concentracion del surfactante sobre la sintesis de CAPE por

transesterificacion entre ACL y 2-FE catalizada por la enzima comercial NS22002.
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Finalmente se utilizaron extractos enzimaticos con actividad clorogenato hidrolasa
producidos por hongos filamentosos en un sistema de FMS para catalizar la sintesis
enzimatica de CAPE en el sistema de microemulsion estudiado previamente. El
modelamiento de las reacciones de sintesis y estimacion de los pardmetros cinéticos permitio
realizar una comparacion objetiva entre los resultados obtenidos con los diferentes extractos

utilizados.

De acuerdo con los perfiles de produccion de la enzima, las constantes de reaccion,
la conversion y rendimientos obtenidos se selecciono el extracto enzimatico producido por
A. japonicus AN5 para la sintesis de CAPE. EIl extracto se concentrd hasta una actividad
clorogenato hidrolasa de 13.1 U/mL y se usé para catalizar la sintesis de CAPE usando ACL
como sustrato asi como extractos ricos en ACL obtenidos de la PC. En ambos casos se obtuvo
una alta conversién (mayor al 97%) con un rendimiento del 34-37% en un tiempo de reaccién
de 12 h.

9.2 Introduccién

El CAPE es uno de los principales compuestos activos presentes en el propdleo. El
CAPE tiene actividad antioxidante, antiinflamatoria, antiviral, inmunomoduladora,
antiangiogénica, anti-invasiva, anti-metastasico, carcinostatica, = neuroprotectora,

hepatoprotectora y cardiopotectora (Tolba et al., 2013).

Debido a sus actividades biologicas, el CAPE tiene aplicaciones potenciales en
medicina y cosmetologia. Los usos del CAPE incluyen: tratamiento de cancer (Koumenis y
Naczki, 2004; Stonans et al., 2011; Kalvins et al., 2012), de desérdenes 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 prevencion de la obesidad (Shin et al., 2012) y la regulacion del
crecimiento del cabello (Henry et al., 2008).

Actualmente, el CAPE se extrae de fuentes naturales, como el propdleo (un producto
de las abejas). El proceso de extraccion es sencillo y econdmico. Sin embargo, estas materias
primas son limitadas y costosas. Ademas, la recuperacion y purificacion 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 sintesis quimica o enzimatica del CAPE. Sin
embargo, estos métodos tienen algunos inconvenientes. Los métodos quimicos requieren de
largos tiempos de preparacion (hasta 96 h), algunos requieren de pasos intermedios de
sintesis y purificacion. Ademas, estos métodos utilizan reactivos, catalizadores y solventes

toxicos y peligrosos.

Por otra parte, la sintesis enziméatica de CAPE reduce el uso de compuestos toxicos y
algunos metodos enzimaticos conducen a altos rendimientos (mayores al 90%). Sin embargo,
estos métodos tienen algunos inconvenientes, como los largos tiempos de reaccion (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, asi como a la baja solubilidad de los mismos.

En el presente trabajo se desarrollé un método para la sintesis enziméatica de CAPE
usando enzimas con actividad clorogenato hidrolasa como catalizador y una emulsién agua
en aceite como medio de reaccion. Las microemulsiones permiten solubilizar sustratos de

diferente polaridad y mantener un medio de reaccion 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 ningun tratamiento previo. La pectinasa de A. niger se obtuvo de Sigma Aldrich, (St.
Louis, USA), las preparaciones multi-enziméaticas NS22002, NS22035, NS22083, NS22086,
NS22118 y NS22119 fueron adquiridas de Novozymes A/S (Bagsveerd, 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 enzimaticos crudos utilizados para la sintesis de CAPE fueron
producidos por hongos del género Aspergillus en un sistema de FMS, como se describi6 en
el capitulo 8. Los extractos crudos fueron filtrados a través de membranas de celulosa
regenerada de 0.2 um de poro y concentrados aproximadamente 100 veces por ultrafiltracion
usando tubos Amicon® con tamafio 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 describio en el capitulo
7: La PC seca y molida (tamafio de particula = 0.15-0.84 mm) se sometid a una extraccion
en microondas con etanol al 50% durante 4 min a 50 °C. El extracto obtenido se fracciono
en una columna empacada con amberlita XAD-16 y por HPLC semi-preparativo usando una
columna C18. La fraccion rica en ACL se evaporo para obtener un extracto rico en ACL con

una pureza del 61.7% (p/p).
9.3.2 Estrategia experimental

Se estudid la sintesis enzimatica de CAPE usando dos tipos de medios de reaccion
(disolventes organicos y microemulsiones) y dos tipos de enzimas (lipasas y clorogenato

hidrolasas) mediante esterificacion entre AC y 2-FE y transesterificacion entre ACL y 2-FE.

Para la sintesis de CAPE en disolventes orgéanicos se utilizaron preparaciones
enzimaticas solidas, mientras que para la sintesis en microemulsiones se usaron
preparaciones enzimaticas liquidas. En ambos sistemas se uso lipasa B de C. antarctica, ya
que es la lipasa més utilizada para la sintesis de ésteres AC (Widjaja et al., 2008; Olguin-
Gutiérrez, 2010). En cuanto a las enzimas con actividad clorogenato hidrolasa, se evalud la
actividad enzimética de 11 preparaciones comerciales. Las preparaciones con mayor

actividad enzimatica se utilizaron para la sintesis de CAPE.

Se estudio el efecto de las condiciones de reaccion en ambos sistemas. El sistema mas
eficiente se usé para la sintesis de CAPE con extractos enzimaticos 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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Seleccion de enzimas
comerciales con actividad
lipasa y clorogenato hidrolasa

Preparaciones Preparaciones
sélidas liquidas

Sintesis de CAPE en solvente Sintesis de CAPE en micro-

organico (enzima insoluble) emulsiones (enzima soluble)

Seleccion de la reaccién: Seleccion de la reaccion:
Esterificacion (AC+2-FE) Esterificacion (AC+2-FE)
Transesterificacion (ACL+2-FE) Transesterificacion (ACL+2-FE)
Seleccion del solvente Seleccion de la temperatura,

pH, wg y concentracién de AOT

Sintesis de CAPE usando
extracto de PC como sustrato

Sintesis de CAPE usando
extracto de PC como sustrato

Figura 9.1 Estrategia experimental utilizada para la sintesis enzimatica de CAPE.
9.3.3 Seleccion de enzimas comerciales para la sintesis de CAPE

Se evaludé la actividad clorogenato hidrolasa de 11 preparaciones enzimaticas
comerciales (9 liquidas y 2 sélidas). Se evaluaron 2 pectinasas, 3 lipasas y 6 preparaciones

multienzimaticas con actividad celulasa o hemicelulasa.

La actividad clorogenato hidrolasa de las enzimas comerciales y de los extractos
enzimaticos crudos se determino por el método descrito en el capitulo 8: se colocaron 900
puL de ACL 5 mM en buffer de fosfatos (50 mM, pH 6.5). Se agregaron 100 pL de extracto
enzimatico y se incub6 durante 30 min a 37 °C. La reaccion se detuvo agregando 1 mL de

metanol. La mezcla de reaccién se filtré a través de membranas de celulosa regenerada de
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0.2 um de poro y se inyect6 a un equipo de HPLC para cuantificar la liberacion de AC durante

la reaccion enzimatica.
9.3.4 Sintesis enzimética de CAPE en disolventes organicos

Se estudid la sintesis de CAPE mediante reacciones de esterificacion y
transesterificacion en solventes organicos. Para este estudio se utiliz6 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 0 4 mg de ACL en viales ambar 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 bafio de aceite con agitacion magnética. La
reaccion se detuvo afiadiendo 3 mL de acetona y agitando en vortex por 10 segundos. Se
tomaron 100 pL de esta mezcla y se colocaron en microtubos de 2 mL. Las muestras se
evaporaron a 40 °C en un horno al vacio y se disolvieron en 1 mL de metanol. Se filtraron a

través de membranas de celulosa regenerada de 0.2 um y se analizaron por HPLC.

Se evaluo el uso de cosolventes (acetona y tetrahidrofurano) a una concentracion del
10% (v/v) asi como el uso de un solvente mas polar que el isooctano (terc-butanol) solo o en
presencia de cosolventes (DMF y DMSO) al 10% (v/v). Las reacciones estudiadas para la

sintesis de CAPE se muestran en la Figura 9.2.

9.3.5 Sintesis enzimatica de CAPE en microemulsiones

Se estudid la sintesis de CAPE mediante reacciones de esterificacion vy
transesterificacion en una microemulsion agua-AOT-isooctano. Para esta seccion se utilizé
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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a) Esterificacion

W e @/\AW@

Acido cafeico (AC) Alcohol fenetilico (2-FE) Ester fenetilico del acido cafeico (CAPE)

b) Transesterificacion

UL e W e S ee

Acido clorogénico (ACL)  Alcohol fenetilico (2-FE) Ester fenetilico del acido cafeico (CAPE) Acido quinico (AQ)
c) Hidrélisis
o @w ey *Ow
Acido clorogénico (ACL) Acido Cafeico (AC) Acido quinico (AQ)

Figura 9.2 Reacciones estudiadas para la sintesis enzimética de CAPE

Se prepard una solucion madre (stock) de 2-FE (100 mM) y AOT (100 mM) en
isooctano, la cual se conservo en refrigeracion hasta su uso. Se colocaron 4 mL de la solucion
stock en viales &mbar de 8 mL, se agregaron 50 pL de una solucién 20 mM de AC o ACL en
buffer de fosfatos (50 mM, pH 6.0). Se agitd en vortex durante 30 s y se dejo reposar la
mezcla durante 10 min. Se agregaron 20 pL de enzima comercial, se agitd en vortex 30 s y
se incubd a 50 °C en bafio de aceite con agitaciébn magnética. Se tomaron muestras de 100
ML a intervalos regulares, las cuales se mezclaron con 100 pL de acetona para detener la
reaccion. Las muestras se evaporaron a 40 °C en un horno al vacio, se disolvieron en 1 mL
de metanol, se filtraron a través de membranas de celulosa regenerada de 0.2 um y se

analizaron por HPLC.

Se evalud el efecto de la temperatura (30-70 °C), pH (4-7), la relacién molar
agua/surfactante wo (5-20) y la concentracion de surfactante (AOT, 100-400 mM) sobre la

constante de reaccion, la conversion y rendimiento de las reacciones de sintesis de CAPE.
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9.3.6 Analisis de los sustratos y productos

La cuantificacion de los sustratos y productos (AC, ACL y CAPE) se hizo mediante
un método cromatogréafico. La separacion se llevo a cabo en un equipo de HPLC Shimadzu
Prominence descrito anteriormente (seccion 6.30.4) y una columna Restek Ultra C18 (150 x
3.2 mm). Se utiliz6 un método isocratico, con una fase mévil compuesta por acetonitrilo (40
%), acido acético (0.24 %) y agua (59.76 %) a un flujo de 0.5 mL/min. La deteccion se hizo
a 320 nm. Se construyeron curvas patron de cada uno de los estandares en concentraciones
de 0.002 a 0.5 mg/mL.

9.3.7 Expresion de resultados

El consumo de sustrato se expresé en términos de conversion x 100 (Xac X 100; XacL
x 100). La produccién de CAPE se expreso en términos de rendimiento x 100 (Ycare X 100)

y concentracién molar (m moles de CAPE/L de solucién).

La conversion se define como la fraccion de un reactivo que se transforma en otro

compuesto, o la fraccion del reactivo que ha reaccionado:

ACL, — ACL
ACL,

_ AC,-AC |

XAC ACO ' XACL =

Ecuacion 9.1

En donde AC y ACL son concentracién de AC y ACL al tiempo en el que se calculd
la conversion; ACo y ACLo son las concentraciones de AC y ACL al inicio de la reaccion. El
rendimiento se definié como la fraccion del sustrato consumido que se transformo en el

producto deseado:

= CAi'Y ___CAPE Ecuacién 9.2
e AC,-ACT T ACL, - ACL '

En donde CAPE es la concentracion de CAPE en el tiempo al que se calculo el

rendimiento (Ycape).
9.4 Elementos teoricos del modelamiento de la sintesis de CAPE

De acuerdo a la evidencia experimental encontrada se proponen ecuaciones para

simular la sintesis de CAPE que seran validadas por comparacion 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 reaccion:

1) Reaccion de esterificacion:

AC+2FE —"5 CAPE+H,0 _
Ecuacion 9.3

2) Reacciones de transesterificacion e hidrdlisis simultaneas:

k
ACL+2-FE Z——> CAPE +AQ
ks Ecuacion 9.4a

k
ACL+H,0 == AC+AQ
ks Ecuacion 9.4b

3) Reacciones de hidrolisis y esterificacion consecutivas:

k
ACL+H,0 === AC+AQ
ks Ecuacion 9.5a

ks
AC+2-FE Z—2 CAPE+H,0 _
ks Ecuacion 9.5b

Para los tres casos propuestos se hicieron las siguientes consideraciones:

e Las reacciones estudiadas se pueden considerar como mecanismos elementales.

e Las reacciones de esterificacion y transesterificacion estudiadas para la sintesis
de CAPE son bimoleculares, ya que intervienen dos moléculas como sustratos.

e En las condiciones evaluadas la concentracion del 2-FE fue mucho mayor que la
del sustrato limitante, por lo que la concentracion del sustrato en exceso es
practicamente constante durante la reaccion. En estas condiciones, la tasa de
reaccion es proporcional a la concentracién del sustrato limitante.

e Las reacciones de los incisos 2 y 3 se consideraron reversibles.
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9.4.1 Formacion de CAPE por esterificacion entre AC y 2-FE

La esterificacion entre AC y 2-FE se llevd a cabo a una concentracion de 2-FE mucho
mayor a la concentracion del AC. En estas condiciones, la tasa de reaccion depende de la
concentracion del sustrato limitante (AC). Para fines cuantitativos, la ecuacion 9.3 puede

simplificarse de la siguiente forma:

k;
AC > CAPE Ecuacién 9.6

La tasa de produccion de CAPE (o de consumo de AC), se puede expresarse de la

siguiente manera:

dCAPE =— dAC =k,AC Ecuacién 9.7

dt dt

Para la estimacion de pardmetros se compararon los datos experimentales y los
calculados usando dos metodologias. La primera estima las constantes por técnicas clasicas
de la ingenieria de reacciones basada en regresiones lineales (Método 1) y la segunda que
combina técnicas de estimacion de pardmetros usando métodos numeéricos de integracion y

de estimacion de parametros (Método 2).

Meétodo 1. Técnicas clésicas de la ingenieria de reacciones

El primer método, las constantes de reaccion se calcularon por técnicas de regresion

lineal usando la forma integral de la ecuacién 9.7.

Si consideramos una conversion equimolar de AC a CAPE, en cualquier momento
de la reaccion la suma de la concentracion molar de CAPE y la concentracion de AC es igual

a la concentracion inicial de AC (CAPE + AC = ACo), entonces se llega a:

dCAPE _

T = kl(ACo —CAPE) Ecuacion 9.8
Cuya forma integrada es:
Ln _AG | kit Ecuacion 9.9
AC, —CAPE
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La constante de reaccion aparente de primer orden (ki) se estim6 a través de la
pendiente de la regresion lineal con los datos experimentales de sustrato y producto, usando
la ecuacion 9.9.

Método 2. Métodos numéricos de integracion vy de estimacion de parametros

En el segundo método se recurrié a métodos numeéricos de integracion y estimacion
de parametros que minimizan la sumatoria del cuadro del error entre los datos calculados y

observados; para este propoésito se usé el programa Berkeley-Madonna.

Primero, las variables ACL, AC y CAPE se adimensionalizaron, como se muestra a

continuacion:

AC - AC,,
AC,, = Min Ecuacion 9.10
. ACMax - ACMin
CAPE,, = CAPE ~CAPE,,;, Ecuacion 9.11

CAPE,,,,— CAPE,,

Max

Las ecuaciones diferenciales (9.7 y 9.8) se modificaron para incluir las variables

adimensionales:

dACAd k ACAd (ACMax —-AC Min )+ ACMin

=- Ecuacién 9.12
dt ' (ACMax - ACMin) el
dCAPE ,, AC,; (AC, — AC,,, )+ AC,, _
— —k Ad Max Min Min Ecuacién 9.13
dt ' (CAPE,, —CAPE,,) vacl

Las constantes de reaccidn involucradas se estimaron por ajuste simultaneo de las dos
ecuaciones diferenciales adimensionalizadas (ecuaciones 9.12 y 9.13), esto disminuye el
sesgo en la estimacion de los pardmetros involucrados, es decir, cada variable es igualmente
ponderada en la minimizacion de suma de cuadrados del error. El sistema de ecuaciones se
resolviéo mediante el método Runge-Kutta de 4° orden. Los pardmetros se ajustaron con un
algoritmo que minimiza los cuadrados del error entre los valores calculados y los observados.
Ambos métodos numeéricos se realizaron simultdneamente usando el software Berkeley-

Madonna. Mediante la simulacion de la reaccion se obtuvieron los parametros (ki, ACo y
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CAPEy), asi como los valores adimensionales calculados para AC y CAPE. Estos valores se

utilizaron para calcular la concentracion de sustrato y productos reales a través del tiempo.

La estimacion de parametros por métodos numéricos (Método 2) presento algunas
ventajas sobre el uso de las técnicas clésicas de ingenieria de reacciones (Método 1). El uso
de métodos numéricos permitio estimar los parametros considerando simultaneamente los
datos experimentales de sustrato y producto. Ademas, la adimensionalizacién de los valores
experimentales disminuyo el sesgo en la estimacion de los parametros. Esto resultd en un

mejor ajuste entre los datos experimentales y los datos calculados por el modelo.
9.4.2 Formacion de CAPE por transesterificacion entre ACL y 2-FE

Durante la reaccion de transesterificacion entre el ACL y el 2-FE, la evidencia
experimental indicé dos patrones diferentes de consumo de sustrato y acumulacion de
producto. Estos patrones dependen de la enzima utilizada. De acuerdo a los datos
experimentales observados se propusieron dos esquemas de reaccion, los cuales se describan

mas adelante.

Debido a las ventajas observadas de la estimacién de parametros por métodos
numéricos sobre los métodos clasicos de regresion, los pardmetros cinéticos de la sintesis de
CAPE por transesterificacion entre ACL y 2-FE se estimaron solamente por el método 2.
Ademas, resolver analiticamente las ecuaciones cinéticas que describen las reacciones

reversibles en serie o paralelo es complicado (Levenspiel, 2004).

Esqguema 1. Reacciones en paralelo

Durante la reaccion de transesterificacion entre el ACL y el 2-FE usando la enzima
comercial NS22002 como catalizador, se observo que el ACL se consumi6 hasta alcanzar
una concentracion final (ACLgq). Despues de alcanzar esta concentracion no se observo
consumo de sustrato ni formacion de producto. Este patron es caracteristico de las reacciones
reversibles. Ademas, se observé la formacién simultanea de AC y CAPE. Esto puede ser
debido a que el consumo de sustrato (ACL) se debe a la suma de dos reacciones (hidrélisis y
transesterificacion). Este comportamiento es caracteristico de las reacciones en paralelo. Por

lo anterior, para modelar el consumo de ACL se propuso el siguiente esquema de reaccion:
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k
ACL+2-FE Z——> CAPE +AQ
ks Ecuacion 9.4a

ACL+ILO Z—=> AC+AQ
ks Ecuacion 9.4b

Este esquema de reaccion corresponde a un sistema de dos reacciones paralelas
reversibles. En las condiciones estudiadas, la concentracion de 2-FE y H20 es mucho mayor
a la del reactivo limitante (ACL). En estas condiciones, la tasa reaccion depende de la
concentracion 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:

k k
AC €= ACL ——=> CAPE _
ky k> Ecuacion 9.13

El consumo de ACL y la formacién de CAPE y AC pueden ser descritos por las

siguientes ecuaciones:

- 9ACL _ (¢ +k,)ACL —k,CAPE —k,AC Ecuaci6n 9.14
dt

dCAPE _ k, ACL —k,CAPE Ecuacion 9.15

dg‘tc =k,ACL —k,AC Ecuacion 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:

~(ACL i~ ACLyy) P50 = (k, + JACL (ACL

- ACLMin )+ ACLMin ]

Max

—k,[CAPE ,, (CAPE,,,, — CAPE,,;, )+ CAPE,,,,] Ec.9.17
—k,[AC 4 (ACyo = ACyy )+ ACy,,. ]

Max

JCAPE,,

(CAPE,,,, —CAPE,,, =k, [ACL,, (ACL,,, — ACL,, )+ ACL,,, |

Max Max

Ec. 9.18
—k,[CAPE, (CAPE,,,, —CAPE,, )+ CAPE,,, ]
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dAC,,

(ACMax - ACMin) = k3 [ACLAd (ACLMax - ACLMin )+ ACLMin]

Ec. 9.19
- k4 [ACAd (ACMax - ACMin )+ ACMin]

Las constantes de reaccion se estimaron por ajuste simultaneo de las ecuaciones
diferenciales adimensionalizadas (9.17-9-19) usando el software Berkeley-Madonna como
se describié anteriormente. Mediante la simulacién de ambas reacciones (hidrdlisis y
transesterificacion) se obtuvieron los valores adimensionales calculados para ACL, AC y
CAPE. Estos valores se utilizaron para calcular la concentracion de sustrato y productos

reales a través del tiempo.

Esquema 2. Reacciones en serie

Durante la reaccion de transesterificacion entre el ACL y el 2-FE por extractos
enzimaticos crudos producidos en FMS, se observaron perfiles de produccion de CAPE y
AC diferentes a los observados para la misma reaccion catalizada por la enzima comercial.
En el caso de los extractos crudos se observé una rapida acumulacion de AC seguida de un
consumo del mismo y la acumulacién (mucho mas lenta) de CAPE. Este comportamiento es
caracteristico de los sistemas de reacciones en serie. Ademas, se observé que la produccién
de CAPE se detiene antes del consumo total del AC aun en presencia de un exceso de 2-FE.
Esto sugiere que la reaccion de sintesis de CAPE puede ser reversible. De acuerdo con estas

observaciones, se propuso el siguiente esquema de reaccion:

k
ACL+H,0 === AC+AQ
ks Ecuacién 9.5a

AC +2-FE é CAPE + H,0
ks Ecuacion 9.5b

Este esquema de reaccion corresponde a un sistema de dos reacciones reversibles en

serie. En las condiciones estudiadas, la concentracion de 2-FE y H20 es mucho mayor a la
del reactivo limitante (ACL). En estas condiciones, la tasa reaccion depende de la
concentracion 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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k ks
ACL 2= ACZT—2 CAPE 3
ks 4 Ecuacion 9.20

El consumo de ACL y la formacién de CAPE y AC pueden ser descritos por las

siguientes ecuaciones:

_ d"i‘j?- =k, ACL —k,AC Ecuacion 9.21
dcg\tPE =k,AC —k,CAPE Ecuacion 9.22
dAC .,
g = KACL- (k, +ks )AC +k,CAPE Ecuacion 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:

- (ACLMax — ACL i, ) IACL =k [ACLAd (ACLMaX - ACLMin)+ ACLMin] Ec.9.24
- kz [ACAd (ACMax - ACMin )+ ACMin]
dCAPE
(CAPE Max — CAPEMin )7Ad = k3 [ACAd (ACMax - ACMin )+ ACMin] Ec. 9.25
—k,[CAPE ,, (CAPE,,,, — CAPE,,, )+ CAPE,,, ]
(ACMaX - ACMin ) dACAd 1[ACLAd (ACLMax - ACLMin )+ ACLMin]

=k

dt

- (kZ + k3 )[ACAd (ACMax - ACMin )+ ACMin] EC 926
+k,[CAPE ., (CAPE,,, — CAPE,,, )+ CAPE ;. ]

Max

Las constantes de reaccidn se estimaron por ajuste simultaneo de las ecuaciones
diferenciales adimensionalizadas (9.24-9.26) usando el software Berkeley-Madonna.
Mediante la simulacion del sistema de reacciones (hidrolisis y transesterificacion) se
obtuvieron los valores adimensionales calculados para ACL, AC y CAPE. Estos valores se

utilizaron para calcular la concentracion de sustrato y productos reales a traves del tiempo.
9.5 Resultados y discusion

9.5.1 Actividad clorogenato hidrolasa de enzimas comerciales
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La sintesis de CAPE catalizada por clorogenato hidrolasa puede tener ventajas sobre
la sintesis 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 (Schobel y Pollmann, 1980; Barbe y Dubourdieu, 1998; Kishimoto et
al., 2005; Ramirez 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 enzimaticas comerciales

Actividad
Enzima Micro- Proveedor  No. Catalogo clorogenato

organismo 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** LO777 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
B-glucosidasa No indicado Novozymes NS 22118 1.62 +0.06
Complejo enzimatico  A. aculeatus Novozymes  NS22119 0.32+£0.00

*U/g; **Producidas por Novozymes pero comercializadas por Sigma

De las 11 preparaciones enziméticas evaluadas, la mayor actividad clorogenato
hidrolasa (17.73 £ 0.40 U/mL) se encontr6 en la hemicelulasa NS22002. La hemicelulasa
NS22002 es una mezcla de B-glucasasa y xilanasa producidas en fermentacion 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 si hay reportes de actividad FAE en otras
preparaciones enzimaticas 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 pequefia actividad FAE A,
ya que es activa en menor medida sobre MS. Ademas, es capaz de liberar diferulatos a partir
de granos agotados de cerveceria. De acuerdo con la clasificacion propuesta por Crepin et al.
(2004), las caracteristicas de la FAE de H. insolens se asemejan mas a las de una FAE tipo
D.

Otras preparaciones comerciales que presentaron actividad clorogenato hidrolasa
considerable fueron la B-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
presentd una pequefa 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 Sintesis enzimética de CAPE en disolventes organicos

Se estudio la sintesis de CAPE catalizada por una lipasa inmovilizada de C. antarctica
(Novozym® 435) en isooctano como disolvente. Alternativamente se estudid 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 sintesis de CAPE en isooctano.

Modelamiento de la sintesis enzimética de CAPE

La esterificacion entre AC y 2-FE para formar CAPE fue descrita satisfactoriamente
mediante un modelo de pseudo primer orden (ecuacién 9.8). La constante de reaccion
aparente (k) se estim6 por dos métodos: El primer método estuvo basado en la técnica de
regresion lineal. EI segundo método se basd en métodos numeéricos. El consumo de AC y la
formacion de CAPE se modelaron usando los parametros estimados con ambos métodos, y

se comparo el ajuste entre los valores observados y los valores estimados.

En la Figura 9.3 se muestran los valores experimentales obtenidos para la
esterificacion entre AC y 2-FE catalizada por Novozym® 435 en isooctano, asi como los
valores calculados por el modelo de pseudo primer orden usando los dos métodos. Se observé
un mejor ajuste entre los valores observados y los estimados utilizando el segundo método.

La aplicacion de métodos numeéricos presenta una sumatoria del cuadrado del error menor y
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un coeficiente de determinacion similar al obtenido con las técnicas de regresion, lo cual se
traduce en una simulacion que describe adecuadamente de los datos experimentales
observados (Figura 9.3, Tabla 9.2).

a L] AC exp. b L AC exp.
4 o) CAPE exp. |- 9] CAPE exp.
AC calc. AC calc.
_—— CAPE calc. —_— CAPE calc.

Concentracién (mM)

Tiempo (h) Tiempo (h)

Figura 9.3 Modelamiento de la esterificacion entre AC y 2-FE catalizada por Novozym®
435 en isooctano estimando las constantes de reaccion por regresion lineal (a) y métodos
numéricos (b). Los marcadores representan los valores experimentales, las lineas los valores
calculados con el modelo de pseudo primer orden.

Tabla 9.2 Suma de errores al cuadrado y coeficiente de determinacion entre los datos
experimentales y los datos calculados estimando las constantes de reaccion por regresion
lineal y métodos numéricos*

Suma de errores al cuadrado (SEC) Coeficiente de determinacion (R?)

Método 1 Método 2 Método 1 Meétodo 2
AC 1.3769 1.0897 0.8434 0.8412
CAPE 0.7749 0.3979 0.9477 0.9483

*Datos obtenidos de la esterificacion entre AC y 2-FE catalizada por Novozym® 435 en isooctano.

Las diferencias entre los ajustes obtenidos con ambos métodos estan relacionadas con
la manera de estimar los parametros. EI método 2 utiliza simultaneamente todos los datos de

concentracion de AC y CAPE para calcular los pardmetros, y permite estimar los valores
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iniciales de AC y CAPE (ACo y CAPE,). EI método 1 utiliza los valores de concentracion de
producto para estimar la constante de reaccion y no permite la estimacion de ACo y CAPExo.
Por otra parte, la adimensionalizacion de los datos disminuye el sesgo en la estimacion de
los parametros debido a que se otorga el mismo peso ponderado a la concentracién de sustrato

y producto adimensionales al minimizar la suma de cuadrados del error.

La estimacion de los pardmetros por métodos numeéricos presentd ventajas sobre los
calculos por regresion, como el mejor ajuste del modelo a los datos experimentales y la
posibilidad de estimar los valores iniciales de sustrato y producto. Ademas, la estimacion de
los parametros de reacciones complejas es mucho mas sencilla utilizando métodos numéricos
con respecto a los métodos analiticos. Debido a esto, la estimacion de los parametros para las

siguientes reacciones se realiz6 por métodos numéricos.

Sintesis de CAPE por reacciones de esterificacion vy transesterificacion

La lipasa B de C. antarctica (Novozym® 435) fue capaz de catalizar la sintesis de
CAPE por esterificacion entre AC y 2-FE, pero fue ineficiente para catalizar la sintesis de
CAPE por transesterificacion entre ACL y 2-FE. Se estudi6 el uso de una pectinasa de A.
niger (Sigma 17389) como catalizador en la sintesis de CAPE mediante reacciones de
esterificacion y transesterificacion. Sin embargo, en las condiciones ensayadas, no se observo

formacion de producto.

La Figura 9.4 muestra los perfiles de produccién de CAPE y consumo de sustrato
durante las reacciones de esterificacion y transesterificacion catalizadas por Novozym® 435
en isooctano. La tabla 9.3 muestra los parametros obtenidos para las mismas reacciones. La
maxima concentracion de CAPE (2.02 £ 0.32 mM) se obtuvo mediante la reaccion de

esterificacion, la concentracion final de CAPE fue mucho menor (0.019 + 0.000 mM).
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Figura 9.4 Consumo de sustrato (a) y produccion de CAPE (b) mediante reacciones de
esterificacion y transesterificacion catalizadas por Novozym® 435 en isooctano. Los
marcadores representan los valores experimentales, las lineas los valores calculados con el
modelo de pseudo primer orden.

Tabla 9.3 Sintesis de CAPE mediante reacciones de esterificacion y transesterificacion
catalizadas por Novozym® 435 en isooctano

Sustrato Conversion x 100 Rendimiento x 100 k (h'1)
Ac. Cafeico 6142 + 7.66 88.74 + 857 0.0175
Ac. Clorogénico 7030 = 215 091 <+ 0.30 0.0004

*La conversion y el rendimiento se calcularon con los valores experimentales. La constante
de reaccion (k) se estimé con el modelo de pseudo primer orden

En la reaccion de esterificacion se obtuvo una conversion del 61.42 + 7.66% y un
rendimiento del 88.74 + 8.57% a las 48 h de reaccion y un valor de k de 0.0175 h, Esta
conversion 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/qg) a
la utilizada en el presente trabajo (5000 PLU/g). Sin embargo, se utilizé una mayor cantidad
de biocatalizador (42 mg) para mantener la misma actividad enzimatica por unidad
experimental (210 PLU). Las diferencias en la conversién pueden estar relacionadas al
control de la temperatura y la agitacion, debido a las diferencias entre los equipos utilizados
para este fin.
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En la reaccion de transesterificacion se observo un consumo significativo de ACL a
las 48 h de reaccién, con una conversion de 70.30%. Pero el rendimiento fue muy bajo
(0.91%), lo cual indica la formacién de al menos un producto secundario. Los cromatogramas
de la mezcla de reaccion mostraron un compuesto con un espectro de absorcion similar al
AC y ACL, pero cuyo tiempo de retencidn no corresponde al de estos compuestos, ni al de

los isdmeros més comunes del ACL (&cido neoclorogénico y criptoclorogénico).

Olguin-Gutiérrez (2010) obtuvo resultados similares. Se utilizaron 6 lipasas para la
sintesis de CAPE por transesterificacion entre ACL y 2-FE. De las 6 lipasas evaluadas, sélo
la lipasa lip2 de Yarrowia lipolytica inmovilizada en lewatit K2629 catalizo la sintesis de
CAPE en cantidades traza (1.2%). Sin embargo, el autor atribuy6 la catalisis a los grupos
sulfonicos del soporte. La baja produccion de AC y CAPE puede deberse a un impedimento
estérico causado por la presencia del grupo quinico en el ACL, o a la inhibicién de la enzima
por el AQ liberado. Olguin-Gutiérrez (2010) también estudio la sintesis de CAPE catalizada
por una clorogenato hidrolasa de A. ochraceus. La clorogenato hidrolasa fue capaz de
catalizar la sintesis de CAPE en un sistema diisopropileter-agua (rendimiento = 9.4%), pero

fue incapaz de catalizar la reaccion cuando se utiliz6 isooctano como disolvente.

Efecto del disolvente de reaccion

Se estudio el efecto del disolvente sobre la sintesis de CAPE por esterificacion entre
AC y 2-FE catalizada por Novozym® 435. En la Tabla 9.4 se muestran los sistemas de
disolventes utilizados. La adicidn de cosolventes al isooctano (tetrahidrofurano y acetona)
mejoro la solubilidad del AC, pero tuvo un efecto negativo sobre la conversion de AC a
CAPE (Figura 9.5).
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Tabla 9.4 Caracterizacion de sintesis de CAPE por esterificacion entre AC y 2-FE catalizada
por Novozym® 435 en diferentes sistemas de solventes

Solvente Conversion x 100 Rendimiento x 100 k (h1)
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 conversion y el rendimiento se calcularon con los valores experimentales. La constante
de reaccion (k) se estimo con el modelo de pseudo primer orden
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Figura 9.5 Sintesis enzimatica de CAPE por esterificacion entre AC y 2-FE catalizada por
Novozym® 435 usando diferentes sistemas de solventes. Los marcadores representan los
valores experimentales, las lineas representan los valores calculados con el modelo de pseudo
primer orden.

Con el sistema isooctano-THF (9:1) se obtuvo una conversion alta (90.21 £+ 0.92%).
Sin embargo, el rendimiento fue muy bajo (32.64 + 3.07%), lo cual indica la formacion de
subproductos durante la reaccion. Esto condujo a una baja concentracion final de CAPE (1.09
+ 0.09mM). El uso de un disolvente mas polar (terc-butanol) solo o en presencia de
cosolventes (DMSO y DMF) afect6 drasticamente la produccion de CAPE. Usando estos

disolventes, la concentracion de CAPE fue de 0.18-0.40 mM a las 48 h de reaccion.
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Widjaja et al. (2008) estudiaron el efecto del solvente sobre la conversion de AC a
CAPE catalizada por Novozym® 435 y observaron una mayor conversion con solventes no
polares, como el isooctano. Resultados similares fueron obtenidos por Olguin-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 proteinas.
9.5.3 Sintesis enzimatica de CAPE en microemulsiones

Se estudid la sintesis enzimatica en microemulsiones agua en aceite (agua-AOT-
isooctano), como una alternativa a la sintesis en solventes organicos. Se evaluo la sintesis
enzimatica de CAPE por esterificacion entre AC y 2-FE y por transesterificacion entre ACL
y 2-FE usando una lipasa (Lipozyme® CALB) y una hemicelulasa (Novozymes NS22002)
comerciales. La Figura 9.6 muestra las cinéticas de produccion de CAPE para ambas

reacciones. La Tabla 9.5 muestra los parametros calculados para estas reacciones.
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Figura 9.6 Curvas de progreso de la sintesis de CAPE por esterificacion (a) y
transesterificacion (b) en microemulsiones usando una lipasa (CALB) y una hemicelulasa
(NS22002) como catalizadores. Los marcadores representan los valores experimentales, las
lineas representan los valores calculados con el modelo de pseudo primer orden.
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Tabla 9.5 Sintesis de CAPE mediante reacciones de esterificacion y transesterificacion

catalizadas por enzimas comerciales en microemulsiones

Enzima  Sustrato Conversién 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 3945 + 10.74 4265 + 548 0.0198
NS22002 Ac. Clorogénico 100.00 £ 0.00 70.15 + 6.58 2.7178

*La conversion y el rendimiento se calcularon con los valores experimentales. La constante
de reaccion (k) se estimé con el modelo de pseudo primer orden

Ambas reacciones (esterificacion y transesterificacion) fueron catalizadas por ambas
enzimas (CALB y NS22002). Pero las reacciones fueron mucho mas eficientes cuando se
utilizé la hemicelulasa NS22002. La concentracion final de CAPE en los tratamientos con
lipasa como catalizador fue de 0.01 mM. Mientras que la concentracion de CAPE en las
reacciones catalizadas por NS22002 fue 8 y 10 veces mayor para las reacciones de

esterificacion y transesterificacion, respectivamente.

La constante cinética de pseudo primer orden fue cercana para ambas reacciones
catalizadas por CALB (k = 0.0025 y 0.0027 h'). La constante cinética de las reacciones
catalizadas por NS22002 fue 8 y 990 veces mayor para las reacciones de esterificacion y

transesterificacion, comparada con las reacciones catalizadas por CALB.

La sintesis de ésteres de AC catalizada por lipasa es particularmente ineficiente
debido a la inhibicién de la enzima por sustratos con una sustitucion hidroxilo en la posicion
para del anillo aromatico y un doble enlace conjugado en la cadena lateral (como en el AC).
Este fendmeno se debe a un efecto electronico més que a un efecto estérico (Guyot et al.,
1997). La esterificacion 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 maxima conversion de AC (100%) y maximo rendimiento de CAPE observada
(70.15%) se obtuvo para la transesterificacion de ACL a CAPE catalizada por NS22002. Esta
conversion se alcanzo en tan solo 2 h de reaccion. Por ello, para los siguientes experimentos

solo se estudid la transesterificacion del ACL en microemulsiones.
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Durante la reaccion de transesterificacion entre ACL y 2-FE catalizada por la
hemicelulasa NS22002 en microemulsiones se observé la formacion simultanea de AC y
CAPE. Los datos de produccion de AC y CAPE se analizaron como reacciones en paralelo
usando las ecuaciones 9.17-9.19. Se estudi¢ el efecto de las condiciones de reaccion
(temperatura, pH, wo y concentracion de AOT) sobre la sintesis de CAPE catalizada por la

hemicelulasa NS22002 en microemulsiones (agua-AOT-isooctano).

Efecto de la temperatura

Se estudié el efecto de la temperatura sobre la sintesis de CAPE por
transesterificacion entre ACL y 2-FE en una microemulsion agua-AOT-isooctano catalizada
por la hemicelulasa comercial NS22002. La microemulsion se prepar6 afiadiendo 50 pL de
ACL 20 mM y 20 pL de enzima comercial a 4 mL de solucion madre (AOT 100 mM, 2-FE
100 mM en isooctano). El sistema tuvo una concentracion inicial de sustrato de 0.2447 mM
y una wo = 10. La solucion de sustrato se prepard en un buffer de fosfatos 50 mM. Sin
embargo, el pH de la solucién fue de 4.5 debido a la alta concentracion de ACL.

El perfil de la constante de reaccion (ki) en funcion de la temperatura mostré un perfil
tipico de reacciones enzimaticas (Figura 9.7a). Los valores de ki corresponden a la aplicacion
de las ecuaciones 9.17-9.19. Se observo un efecto positivo de la temperatura sobre la sintesis
de CAPE hasta los 50 °C. La constante cinética de pseudo primer orden (ki) se incremento
de 0.365 a 1.010 h cuando se incrementd la temperatura de reaccion de 30 a 50 °C, y
disminuyo hasta 0.540 h't a los 70 °C (Figura 9.7a). Usando la ecuacion de Arrhenius se
estimo la Energia de Activacion que fue cercana a 13062 cal/mol y con un valor de Q1o
cercano a 2. Estos valores indican que en las condiciones ensayadas no existieron problemas

de transferencia de masa en la reaccion.

Extraccion, purificacion y transformacion enzimatica del ACL de la PC 114



9. Sintesis enzimética de CAPE

1.2 3.5
10 1 G
2.5 A
0.8 1
< 2.0 1
< 06
x 1.5 4
04 A
1.0 1
027 05
0.0 T T T T T 0.0 T T T T T
20 30 40 50 60 70 80 3 4 5 6 7 8 9
Temperatura (°C) pH

Figura 9.7 Efecto de la temperatura (a) y del pH (b) sobre la constante cinética de produccion
de CAPE en microemulsiones. El estudio del efecto de la temperatura se realizé en un sistema
no amortiguado (pH = 4.5). El estudio del pH se realiz6 a 50 °C.

La conversion 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 concentracién final de CAPE fue de 0.146
a 0.164 mM cuando la reaccién se llevo a cabo en el rango de temperatura de 30 a 50 °C,
pero la maxima concentracion se obtuvo en un tiempo mas corto a 50 °C. A 70 °C se obtuvo
una concentracion final de CAPE de 0.065 + 0.002 mM. Para los siguientes experimentos se

eligi6é una temperatura de 50 °C.

Tabla 9.6 Sintesis de CAPE en microemulsiones: efecto de la temperatura

Temperatura Conversién x 100 Rendimiento x 100 Concentracion final
(°C) CAPE (mM)
30 89.87 + 0.78 67.86 £ 3.00 0.150 + 0.006
40 92.76 + 0.89 7181 + 4.98 0.164 + 0.010
50 93.33 + 0.29 63.73 £ 0.72 0.146 + 0.001
60 8752 + 141 58.81 + 0.62 0.126 + 0.002
70 73.39 + 3.17 36.32 + 2.25 0.065 + 0.002

*La conversion, el rendimiento y concentracion 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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desnaturalizacion de las proteinas. 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)
caracterizo la actividad FAE presente en una preparacion comercial de H. insolens (Ultraflo
L) y encontro la maxima 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 evaluo el efecto del pH sobre la conversion de AC a CAPE (Figura 9.7b, Tabla
9.7). La maxima concentracién de CAPE (0.143-0.155 mM) se encontrd cuando se usé un
pH en el rango de 5 a 7. La mayor conversion 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 ht) 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 Sintesis de CAPE en microemulsiones: efecto del pH

H Conversion x 100 Rendimiento x 100 Concentracion final
P 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 4581 + 3.04 0.107 + 0.007

*La conversion, el rendimiento y concentracion final de CAPE corresponden a los valores
experimentales.

Los resultados obtenidos difieren de los reportados por Kishimoto et al. (2005) para
la sintesis de CAPE por transesterificacion entre ACLy 2-FE en un sistema bifasico agua-2-
FE. Ellos encontraron la mayor produccion de CAPE cuando la reaccion se llevo a cabo a
pH é&cido (3.0-4.0) y solo 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 enzimaticas en varias maneras. EI pH puede
modificar la ionizacién de los grupos funcionales del sitio activo y modificar su

conformacién. ElI pH también puede afectar la ionizacién 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 relacion molar HoO/AOT (wo)

Se estudio el efecto del grado de hidratacion del surfactante (wo) sobre la sintesis
enzimatica de CAPE en microemulsiones. La wo se define como la relacion molar entre la
concentracion del agua y el surfactante en el sistema y determina el tamafio de las micelas
reversas (Levashov y Klyachko, 2001). El valor de wo se modific agregando cantidades
proporcionales de enzimay solucion de sustrato, mientras que la concentracion de surfactante

se mantuvo constante (100 mM).

Se observé un incremento en la constante cinética de produccion de CAPE y en la
concentracion final de CAPE a mayores valores de wo (Figura 9.8a, Tabla 9.8). Estos
incrementos pueden estar relacionados a la mayor concentracion inicial de enzima y sustrato,
méas que al grado de hidratacion del surfactante. La conversion (93.99-96.78%) y el
rendimiento (54.81-61.72%) son similares para los sistemas con valores de wp entre 10 y 20

y la concentracion final de CAPE es proporcional a la concentracion inicial de sustrato.
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Figura 9.8 Efecto del grado de hidratacion del surfactante (a) y de la concentracion del
surfactante (b) sobre la sintesis enzimatica de CAPE. Las reacciones se llevaron a cabo a 50
°CypH6.0.
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Tabla 9.8 Sintesis de CAPE en microemulsiones: efecto de la wo

[ACL] inicial o o Concentracion
Wo Rendimiento x 100 Rendimiento x 100
(mM) (mM)
5 0.124 91.36 + 0.32 81.24 + 242 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 5481 + 1.38 0.256 + 0.006

*La conversion, el rendimiento y concentracion final de CAPE corresponden a los valores
experimentales.

En el caso de la reaccion usando la wo de 5 se observdo un rendimiento
significativamente mayor a los obtenidos en los otros sistemas. Esto puede estar relacionado
con la disminucion de la actividad acuosa. La actividad acuosa de las emulsiones basadas en
AOT es de aproximadamente 0.9 para una wo = 10 y de 0.8 para una wo = 5. Esta disminucion
en la actividad acuosa puede favorecer las reacciones de sintesis sobre las reacciones de
hidrolisis (Carvalho y Cabral, 2000).

Efecto de la concentracién de surfactante (AOT)

Se estudio el efecto de la concentracion de AOT sobre la sintesis enziméatica de CAPE
manteniendo la wo =5. Esto permitié aumentar la cantidad de agua en el sistema sin modificar
la wo. La cantidad de agua se modificé afiadiendo cantidades proporcionales de enzima y de
solucion concentrada de sustrato. Los resultados de este experimento se resumen en la Tabla
9.9y la Figura 9.8b.

Tabla 9.9 Sintesis de CAPE en microemulsiones: efecto de la concentracion de AOT

[AOT] [ACL] inicial ., . Concentracion
Conversion x 100 Rendimiento x 100

(mM) (mM) (mM)

100 0.124 91.36 + 0.32 81.24 + 242 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 5495 + 1.06 0.257 + 0.005

*La conversion, el rendimiento y concentracion final de CAPE corresponden a los valores
experimentales.
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Se observaron conversiones similares para los sistemas con concentracion de AOT
de 200 a 400 mM (95.44-96.95%). El rendimiento con la concentracion 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 concentracion de AOT = 100 mM (81.24 £ 2.42%)).

La concentracion final de CAPE fue proporcional a la concentracion inicial de
sustrato, y fue muy cercana a la obtenida a diferentes valores de wo, pero con la misma
concentracion de inicial ACL (Tablas 9.8 y 9.9). Se observo un incremento de la constante
cinética (ki) con el aumento de la concentracion de AOT (y de la concentracion inicial de
ACL y enzima). Sin embargo, la constante fue siempre menor a la obtenida con una
concentracion similar de ACL pero con una concentracion de AOT = 100 mM. Para los
siguientes experimentos se utilizd un sistema con una concentracién de AOT = 100 mM y

una wo =20, ya que en este sistema se obtuvo la mayor concentracion final de CAPE.

Sintesis CAPE a partir de un extracto de PC catalizada por la hemicelulasa NS22002

Se estudio la sintesis 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, wo = 20 y concentracion de AOT 100
mM) pero se sustituyo el ACL grado analitico por un extracto de PC con un contenido de
ACL del 61.7% (obtenido en el capitulo 7). El extracto se disolvié en buffer de citratos
fosfatos (pH 6, 50 mM) para dar una concentracion 20 mM de ACL y se ajustd el pH de la
solucién a 6.0 con NaOH 2M.

En la Figura 9.9 se muestran los perfiles de consumo de ACL y produccién de AC y
CAPE para las reacciones de transesterificacion usando ACL y extracto de PC como
sustratos. Se observo un comportamiento similar en ambas reacciones, independientemente
de la pureza del sustrato. Se observé una conversion (95.48-95.49%) y un rendimiento similar
en ambas reacciones. La constante cinética (k) fue mayor cuando se utiliz 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 Sintesis 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 lineas representan los valores calculados con el
modelo de pseudo primer orden.

Tabla 9.10 Sintesis de CAPE en microemulsiones catalizada por una preparacion enzimatica
comercial (NS22002) usando ACL y extracto de PC como sustrato

Sustrato Conversién x 100 Rendimiento x 100 (rl:_ll)
ACL 95.49 + 1.15 53.57 + 1.79 6.492
Extracto de PC 95.48 + 0.06 4731 + 0.16 3.148

*La conversidn y el rendimiento se calcularon con los valores experimentales. La constante
de reaccion (k) se estim6 con el modelo de pseudo primer orden

Estos resultados difieren de los obtenidos por Olguin-Gutiérrez (2010) para la sintesis
enzimatica 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 reaccion. Después de 148 h no observé formacion de producto y atribuyd este
resultado a las impurezas presentes en el extracto. El extracto utilizado en esa investigacion
tuvo un contenido de 88 mg de AC/g de extracto. En el presente trabajo utilizamos un extracto
de PC parcialmente purificado (ver capitulo 7) el cual tiene un contenido de 617.1 mg de
ACL/g de extracto.
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9.5.4 Sintesis enzimatica de CAPE en microemulsiones catalizada por extractos enzimaticos

producidos en FMS

Se evaluo la capacidad de 9 extractos enzimaticos producidos por Aspergillus spp
para catalizar la sintesis de CAPE en microemulsiones. Los extractos fueron producidos en
un sistema de FMS como se describi6 en el capitulo 8, se concentraron por ultrafiltracion 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 sintesis de
CAPE por transesterificacion entre ACL y 2-FE en el sistema de microemulsion previamente
seleccionado (50 °C, pH 6, wo = 20 y concentracién de AOT 100 mM). La Figura 9.10
muestra los perfiles de produccion de CAPE obtenido con los extractos producidos por las
diferentes cepas evaluadas. Los 9 extractos enzimaticos evaluados fueron capaces de

catalizar la sintesis de CAPE a partir de ACL y 2-FE en el sistema de microemulsiones

estudiado.
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Figura 9.10 Sintesis enziméatica de CAPE en microemulsiones catalizada por extractos
enzimaticos de Aspergillus spp producidos en FMS. Los marcadores representan los valores
experimentales, las lineas 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 observé la acumulacion de CAPE a

una tasa mucho mas 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 sintesis 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 bibliografia, la
actividad clorogenato hidrolasa presente en la preparacion 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 enzimaticos
puede deberse a una FAE tipo B 0 a una verdadera clorogenato hidrolasa.

La FAE tipo B y D, asi como la clorogenato hidrolasa son capaces de hidrolizar
ésteres del AC, como el ACL. Sin embargo tienen diferencias estructurales importantes v,
probablemente, diferentes mecanismos de accion. Para entender mejor las diferencias entre

ambas reacciones es necesario purificar y caracterizar las enzimas utilizadas.

En todos los casos se observo una conversion mayor al 90%. El rendimiento de las
reacciones se fue bajo (4.51 a 12.39%), debido probablemente a la formacién de AC (Tabla
9.11). La concentracion final de CAPE (después de 12 h) varié de 0.018 a 0.065 mM para las
diferentes reacciones. EI maximo rendimiento (11.74-12.39%) y la mayor concentracion
final de CAPE (0.056-0.059 mM) se obtuvo con los extractos producidos por A. japonicus
ANS y A. oryzae 2094. De acuerdo con estos resultados, los extractos producidos por estas

dos cepas son adecuados para la sintesis de CAPE.

Tabla 9.11 Sintesis de CAPE en microemulsiones catalizada por extractos enzimaticos de
Aspergillus spp producidos en FMS

Extracto enzimatico ~ Conversion x 100  Rendimiento x 100 k (h?)
A. awamori 3112 98.36 + 0.05 500 £ 0.32 0.022
A. japonicus AN5 98.38 + 0.04 11.74 + 1.78 0.027
A. niger CH4 93.18 + 0.65 450 + 0.12 0.043
A. niger GH1 98.07 + 0.59 486 + 0.24 0.036
A. niger HT4 98.52 + 0.28 451 + 0.86 0.022
A. niger PSH 98.45 + 0.27 519 + 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 conversidn y el rendimiento se calcularon con los valores experimentales. La constante
de reaccion (k) se estimé con el modelo de pseudo primer orden
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En el capitulo 8 se estudio la produccion 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 decayo a la mitad (0.403 + 0.045 U/g ms), aproximadamente, a las
40 h. Este decaimiento de la actividad enzimatica puede deberse a la inestabilidad de la
enzima o a la presencia de proteasas, 1o cual no es deseable para una aplicacion practica,
como la sintesis de CAPE. Por ello, para el siguiente experimento sélo se utilizo el extracto

enzimatico producido por A. japonicus ANS.

Sintesis CAPE a partir de un extracto de PC catalizada por un extracto enzimatico de A.
japonicus

Finalmente se estudid la sintesis enzimatica de CAPE catalizada por un extracto
enzimético concentrado producido por A. japonicus AN5 (actividad volumétrica = 13.1
U/mL) en un sistema de microemulsion agua-AOT-isooctano previamente descrito (50 °C,
pH 6.0, wo = 20, concentracion de AOT= 100 mM). La reaccion se llevo 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 acumulacion de AC y CAPE para las reacciones
catalizadas por el extracto enzimatico concentrado de A. japonicus AN5 utilizando ACL
grado analitico y un extracto de PC. La Tabla 9.12 muestra los pardmetros calculados para

estas reacciones (conversion, rendimiento y constante de reaccion).

Tabla 9.12 Sintesis de CAPE en microemulsiones catalizada por un extracto enzimatico
concentrado de A. japonicus usando ACL (a) y extracto de PC (b) como sustrato

Sustrato Conversion x 100 Rendimiento x 100 k (h1)
ACL 97.24 + 0.30 37.10 + 2.06 0.083
Extracto PC 100.00 + 0.00 3448 + 558 0.079

*La conversion y el rendimiento se calcularon con los valores experimentales. La constante
de reaccion (k) se estimé con el modelo de pseudo primer orden
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Figura 9.11 Sintesis enzimatica de CAPE en microemulsiones catalizada por un extracto
enzimatico concentrado de A. japonicus usando ACL (a) y extracto de PC (b) como sustrato.
Los marcadores representan los valores experimentales, las lineas representan los valores
calculados con el modelo de pseudo primer orden.

El rendimiento (11.74 + 1.78%) y la constante de reaccion (0.083 h) para la
transesterificacion entre ACL y 2-FE catalizada por el extracto enzimatico concentrado de A.
japonicus ANS5 fue 3 veces mayor a la obtenida con el extracto enzimatico estandarizado a
1.7 U/mL. Esto se puede explicar al menos parcialmente debido a que la actividad enzimatica

del extracto concentrado es 7.7 veces mayor que la del extracto estandarizado.

La conversion de la reaccién de transesterificacion fue mayor al 97%
independientemente de la pureza del ACL. El rendimiento (34.48-37.10%.), las constantes
de reaccion (0.079-0.083 h') y la concentracion final de CAPE (0.164-0.174 mM) fueron
muy cercanas para ambas reacciones (Tabla 9.12). Esto difiere de lo encontrado por Olguin-
Gutiérrez (2010), quien no observo formacion 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 reaccién de transesterificacion 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 bifasico agua-2-FE (rendimiento =
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50%) pero mayor a la reportada por Olguin-Gutiérrez (2010) para una clorogenato hidrolasa
de A. ochraceus en un sistema bifasico 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 caracteristicas del sistema de reaccion utilizado.

Los resultados encontrados en este capitulo demuestran que es posible producir
CAPE a partir del ACL presente en la PC. Esta transformacion enzimatica es posible usando
enzimas comerciales y extractos enzimaticos producidos por FMS. Para llevar a cabo la
sintesis enzimatica de CAPE, no fue necesaria la purificacién total de las enzimas ni los

sustratos.
9.6 Conclusiones

En este capitulo se desarrollaron las metodologias para la sintesis enzimatica de
CAPE mediante reacciones de esterificacion y transesterificacion usando enzimas

comerciales y extractos enzimaticos crudos como catalizadores.

La lipasa inmovilizada de C. antarctica (Novozym® 435) es capaz de catalizar la
sintesis de CAPE mediante una reaccion de esterificacion entre AC y 2-FE en isooctano con
buenos rendimientos (88.74 + 8.57%), pero no mediante una reaccion de transesterificacion
entre ACL y 2-FE (rendimiento = 0.91 + 0.30%). La adicion de co-solventes mas polares que
el isooctano mejora la solubilidad del AC, pero no mejora el rendimiento de la reaccion.

La sintesis de CAPE en microemulsiones fue posible mediante de esterificacion (AC
+ 2-FE) y transesterificacion (ACL + 2-FE) catalizadas por una lipasa (Lipozyme® CALB)
y una hemicelulasa comercial (Novozymes NS22002). Las reacciones de esterificacion y
transesterificacion catalizadas por CALB se llevaron a cabo con constantes de reaccion muy
baja (k = 0.0025-0.0027 h'l). Las reacciones catalizadas por NS22002 fueron mucho mas
rapidas (k 8 y 990 veces mayor para las reacciones de esterificacion y transesterificacion,
respectivamente) comparada con las reacciones catalizadas por CALB.

Los extractos enzimaticos producidos por Aspergillus spp en FMS son capaces de
catalizar sintesis de CAPE mediante reaccion de transesterificacion (ACL + 2-FE). La

reaccion de transesterificacion del ACL catalizada por la enzima comercial NS22002 y por
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extractos con actividad clorogenato hidrolasa es posible usando ACL grado analitico, asi

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

caracterizacion mas detallada de las enzimas y los sistemas de reaccion utilizados.

La caracterizacion cinética de las reacciones establece las bases técnicas y criterios

objetivos para el disefio de reactores enzimaticos dedicados a la sintesis de CAPE.
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10. Conclusiones generales

En el presente trabajo desarrollamos metodologias para la extraccion, purificacion y
transformacion enzimética del ACL de la PC. Se hicieron contribuciones significativas al
conocimiento del contenido y distribucion de AHCs en este subproducto y se establecieron
las condiciones para producir extractos enzimaticos capaces de catalizar la sintesis de CAPE
a partir de ACL y 2-FE.

Los AHCs de la PC se encuentran principalmente de la fraccién soluble (81-97%). El
ACL es el compuesto mas abundante en esta fraccion 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 prefirié utilizar la PC obtenida de un proceso comercial para la

extraccion, purificacién y transformacién enzimatica del ACL.

Se disefid una estrategia para extraer y purificar el ACL de la PC basada en la
extraccion asistida por microondas (EAM), la cromatografia en Amberlita XAD 16 y HPLC
semi-preparativo usando una columna C18. La EAM permite una alta recuperacion del ACL
de laPC (71.6% del ACL total) en un corto tiempo de extraccion (4 min) mediante un proceso
sencillo, reproducible y sin utilizar solventes toxicos. La metodologia disefiada para la

purificacion conduce a la obtencion 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 produccion de COo,
consumo de ACL, acumulacion de productos de la hidrélisis del ACL y produccién de
actividad clorogenato hidrolasa durante la FMS con las diferentes cepas fungicas. De acuerdo
con el modelo de Luedeking-Piret, la produccion de la actividad clorogenato hidrolasa de las
9 cepas esta asociada al crecimiento (o > 0). Los parametros calculados con este modelo
permitieron dividir a las cepas en dos grupos. En el primero (cepas de A. japonicus y A. niger)

el pardametro B fue despreciable. En el segundo grupo (cepas de A. awamori, A. oryzae y A.
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tamarii) el parametro B fue negativo, lo que indica un decaimiento de la actividad enzimatica.

Para fines practicos, las cepas del grupo 1 son preferibles.

Finalmente se estudio la sintesis enzimatica de CAPE mediante reacciones de
esterificacion y transesterificacion usando enzimas comerciales y extractos enzimaticos
crudos como catalizadores. Se realizd la caracterizacion cinética de las reacciones
estableciendo asi las bases técnicas y criterios objetivos para el disefio de reactores

enzimaticos dedicados a la sintesis de CAPE.

La lipasa inmovilizada de C. antarctica (Novozym® 435) es capaz de catalizar la
sintesis de CAPE mediante una reaccion de esterificacion entre AC y 2-FE (83.28-88.74%)
usando isooctano como solvente, pero no por transesterificacion entre ACL y 2-FE
(rendimiento = 0.91 + 0.30%). Las reacciones de esterificacion (AC + 2-FE) y
transesterificacion (ACL + 2-FE) catalizadas por la hemicelulasa NS22002 en
microemulsiones fueron mucho mas rapidas (k 8 y 990 veces mayor para las reacciones de
esterificacion y transesterificacion, respectivamente) comparada con las reacciones

catalizadas por CALB.

La reaccion de transesterificacion del ACL catalizada por la enzima comercial
NS22002 y por extractos con actividad clorogenato hidrolasa es posible usando ACL grado
analitico y como extractos ricos en ACL obtenidos de la PC. Los rendimientos obtenidos
usando un extracto enzimatico 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 caracterizacion mas detallada de las

enzimas y los sistemas de reaccion 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 separacion, fermentacion y
sintesis enzimatica. La metodologia propuesta puede servir para dar un valor agregado a un
subproducto agroindustrial abundante en nuestro pais y que actualmente se encuentra
subutilizado (PC). Sin embargo, se requiere de mayor investigacién para optimizar estos

procesos y hacerlos econdmicamente mas atractivos
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Anexo 1. Modelos usados para la estimacion de parametros cinéticos de la FMS

Tabla Al.1 Modelos utilizados para describir el crecimiento, consumo de sustrato y

formacion de producto

Modelo Forma diferencial Forma integral
CO
S dco, cof1. CO €O, =—— 2
% dt = Hco, 2 Oy 1+ 2max__q exp*(#cozt)
3 COy

do 1 dco _
2= 2 +Mo,-CO, 0,=0,,- (CO, ~COyq)—mg, ZC2max Ln[cozrmx COZOJ
dt  Yeo,/0, d Yeo, /o, Heo, COyrax —CO;,

Pirt

(&)
é [ djzadC02+ﬁCO2 P:POJFO‘(COZ_COZO)_ﬂcozmaX Ln(cozmax _COZOJ
S dt dt Ko, CO, ey — CO,
3
En donde:
dCO./dt = Tasa de produccion de CO>
Mco2 = Tasa especifica de produccion de CO»
CO2 = Produccion acumulada de CO>
CO2zmax = Maxima produccion de CO;
CO20 = CO2 producido cuandot=0
dO./dt = Tasa de consumo de O>
Ycozi02 = Rendimiento respiratorio asociado al crecimiento
Moz = Coeficiente de consumo de Oz no asociado al crecimiento
O20 = O consumido cuandot =0
dP/dt = Tasa de formacion de producto
a = Coeficiente asociado al crecimiento
i = Coeficiente no asociado al crecimiento
Po = Concentracion del producto cuandot =10
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Anexo 2. Material suplementario del capitulo 8
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Figura A2.1 Cambios en la humedad durante la FMS en columnas.
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Figura A2.2 Evolucién del pH durante la FMS en columnas.
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Acido clorogénico (umol/g ms)
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Figura A2.4 Evolucion del AC durante la FMS en columnas.
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Figura A2.6 Consumo de maltosa durante la FMS en columnas.
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Figura A2.7 Evolucion de la concentracion de glucosa durante la FMS en columnas.
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Anexo 3. Parametros estimados para la simulacion de las reacciones enzimaticas

Tabla A3.1 Parametros utilizados para el modelamiento de la sintesis de CAPE mediante
reacciones de esterificacion y transesterificacion catalizadas por Novozym® 435 en
isooctano (Figura 9.4).

k1 ko ks ks ACLo ACo CAPEo
Sustrato. ey vy ) () (mM)  (mM)  (mM)
AC 0.0175 0.0000 0.0004

ACL 0.0004  0.0081  0.0568 0.0525 3.1029  0.0000  0.0004
*CAPEy corresponde al valor observado de CAPE cuando t = 0. Los demés parametros se
estimaron usando un modelo de pseudo primer orden.

Tabla A3.2 Parametros utilizados para el modelamiento de la sintesis de CAPE mediante
una reaccion esterificacion catalizada por Novozym® 435 en diferentes sistemas de solventes
(Figura 9.5).

Solvente ki (h?) ACo (mM) CAPEo (mM)
Isooctano 0.0175 3.5030 0.0015
Isooctano + THF 0.0167 1.7177 0.0750
Isooctano + acetona 0.0069 18171 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

*CAPE, corresponde al valor observado de CAPE cuando t = 0. Los deméas parametros se
estimaron usando un modelo de pseudo primer orden.

Tabla A3.3 Parametros utilizados para el modelamiento de la sintesis de CAPE mediante
reacciones de esterificacion y transesterificacion en microemulsiones (Figura 9.6).

. k1 k2 ks K4 ACLo ACo CAPEo
Enzima Sustrato (hd) (hY) (hY) (hd) (MM)  (mM)  (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

*CAPEy corresponde al valor observado de CAPE cuando t = 0. Los demas parametros se
estimaron usando un modelo de pseudo primer orden.
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Tabla A3.4 Parametros utilizados para el modelamiento de la sintesis enzimatica de CAPE
por transesterificacion en microemulsiones a diferentes temperaturas (Figuras 9.7a y A4.1).

Temperatura k1 @) ks ka ACLo ACo CAPEo
(§9) (h™) (h™) (h™) (hh) (mM) (MM) (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

*CAPEy corresponde al valor observado de CAPE cuando t = 0. Los demés parametros se
estimaron usando un modelo de pseudo primer orden (reacciones en paralelo).

Tabla A3.5 Parametros utilizados para el modelamiento de la sintesis enzimatica de CAPE
por transesterificacion en microemulsiones a diferentes valores de pH (Figuras 9.7b y A4.2).
k1 k2 k3 k4 ACLo ACo CAPEo

PH () (h) () (h) mMM) (mM) (mM)
4 0559  0.244 0106 0086 0195 0008  0.007
5 1320 0112 0389 0006 0177 0016  0.020
6 1389 0000 0513 0000 0159  0.023  0.028
7 2881 0002 0331 0000 0.8 0064  0.059

8 2.539 0.314 0.757 0.040 0.101 0.052 0.069
*CAPE, corresponde al valor observado de CAPE cuando t = 0. Los deméas pardmetros se
estimaron usando un modelo de pseudo primer orden (reacciones en paralelo).

Tabla A3.6 Parametros utilizados para el modelamiento de la sintesis enzimatica de CAPE
por transesterificacion en microemulsiones a diferentes valores de wo (Figuras 9.8a y A4.3).

Wo k1 k2 ks ka4 ACLo ACo CAPEo

(hh) (hh) (hh) (h) (mM)  (MmM) (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 4513 0.001 0.006 0.000 0.188 0.144 0.089

*CAPE corresponde al valor observado de CAPE cuando t = 0. Los demés pardmetros se
estimaron usando un modelo de pseudo primer orden (reacciones en paralelo).
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Tabla A3.7 Parametros utilizados para el modelamiento de la sintesis enzimatica de CAPE
por transesterificacion en microemulsiones a diferentes concentraciones de AOT (Figuras

9.8b y A4d.4).
Conc. AOT k1 ko ks K4 ACLo ACo CAPEo
(mM) (hh) (hh) (hh) (h) (mM) (MmM) (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

*CAPEy corresponde al valor observado de CAPE cuando t = 0. Los demés parametros se
estimaron usando un modelo de pseudo primer orden (reacciones en paralelo).

Tabla A3.8 Parametros utilizados para el modelamiento de la sintesis de CAPE en
microemulsiones catalizada por NS22002 usando ACL y extracto de PC como sustrato
(Figura 9.9)

k1 ko ks ks ACLo ACo CAPEo
sustrato. iy ) ) () (mM)  (mM)  (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

*CAPEy corresponde al valor observado de CAPE cuando t = 0. Los demés pardmetros se
estimaron usando un modelo de pseudo primer orden (reacciones en paralelo).

Tabla A3.9 Parametros utilizados para el modelamiento de la sintesis de CAPE en
microemulsiones catalizada por extractos enzimaticos de Aspergillus spp. (Figuras 9.10 y
A4.5).

L k1 k2 ks Ka ACLo ACo CAPEo

Extracto enzimatico (hd) (hd) (hd) (hY) (MM)  (MM)  (mM)
A. awamori 3112 269.007 8305 0.022 0.387 0.366 0.079 0.000
A. japonicus AN5 258.055 6.368 0.027 0.171 0324 0.119 0.006
A. niger CH4 260.787 12.610 0.043 0.872 0369 0.070 0.001
A. niger GH1 277.205 0.000 0.036 0646 0.299 0.134 0.001
A. niger HT4 76.870 1904 0.022 0416 0402 0.035 0.000
A. niger PSH 272551 4533 0.024 0414 0316 0.107 0.000
A. oryzae 2094 80.297 2238 0.048 0.301 0421 -0.006 0.000
A. oryzae 2095 15.073 0315 0.013 0.193 0424 -0.004 0.000
A. tamarii V12307 277.239 0.076 0.012 0.121 0424 0.024 0.000

*CAPEy corresponde al valor observado de CAPE cuando t = 0. Los demés parametros se
estimaron usando un modelo de pseudo primer orden (reacciones en serie).
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Tabla A3.10 Parametros utilizados para el modelamiento de la sintesis de CAPE en
microemulsiones catalizada por un extracto enzimatico concentrado de A. japonicus AN5
usando ACL vy extracto de PC como sustrato (Figura 9.11)

k1 k2 ks ka ACLo ACo CAPEo
SO g ) ) () (mM)  (mM)  (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
*CAPE corresponde al valor observado de CAPE cuando t = 0. Los demés parametros se
estimaron usando un modelo de pseudo primer orden (reacciones en serie).
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Anexo 4. Simulacion de las reacciones enzimaticas estudiadas
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Figura A4.1 Sintesis de CAPE en microemulsiones: efecto de la temperatura. Los
marcadores representan los valores experimentales, las lineas representan los valores
calculados con el modelo de pseudo primer orden.
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Figura A4.2 Sintesis de CAPE en microemulsiones: efecto del pH. Los marcadores

representan los valores experimentales, las lineas representan los valores calculados con el
modelo de pseudo primer orden.
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Figura A4.3 Sintesis de CAPE en microemulsiones: efecto de wo. Los marcadores
representan los valores experimentales, las lineas representan los valores calculados con el
modelo de pseudo primer orden.
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Figura A4.4 Sintesis de CAPE en microemulsiones: efecto de la concentracion de AOT. Los
marcadores representan los valores experimentales, las lineas representan los valores

calculados con el modelo de pseudo primer orden.
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Figura A4.5a Sintesis de CAPE en microemulsiones catalizada por extractos enzimaticos
producidos por FMS. Los marcadores representan los valores experimentales, las lineas
representan los valores calculados con el modelo de pseudo primer orden.
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Figura A4.5b Sintesis de CAPE en microemulsiones catalizada por extractos enziméaticos
producidos por FMS. Los marcadores representan los valores experimentales, las lineas
representan los valores calculados con el modelo de pseudo primer orden.
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Anexo 5. Curvas de calibracion utilizadas para la cuantificacion de AHCs
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TOPIC: Functional Foods Clave: FF-128

Changes in Hydroxveinnamic Acids Content Of Coffee Pulp During Ripening of Coffee
Cherries

Fodriguez-Duran, L. V., Ramirez-Coronel. M. A | Favela-Torres, E.. Agwilar-Gonzalez, C. N.. Saucedo-Castafieda,
G_*

*Universidad Autonoma Metropolitana (UAM-I). Department of Biotechnology. Av. San Eafael Atlixco 186,
Vicentina 09340, D_F. Mexico. E-mail: saucedo@xanum pam mx

Coffee pulp 1s the main solid byproduct of wet processing of coffee chernes and 1t represents
about 40-45% by weight of the fruit. Coffee pulp 1s currently under-utilized and in some cases
discarded without treatment. therefore 1t could represent a serous environmental problem. On the
other hand side coffee pulp content of phenolic compounds such as hydroxycinnamic acids are
interesting. These compounds exhibit antioxidant, anti-carcinogenic and anti-inflammatory
properties. Therefore, they have potential applications in the chemical, pharmaceutical and food
industries. In this study we evaluated the hydroxycinnamic acid content in coffee pulp at three
different states of maturity: immature, mature and intermediate. The coffee was obtained from the
cooperative "Café. sorbo v aroma” located in San Cristobal de las Casas, Chiapas. The chernies
are harvested and transported immediately to the laboratory where they were classified and
pulped 1n a manual pulper. Coffee pulp was sun dried and ground to obtain a particle size of 0,15
to 0.84 mm 2.5 g o coffee pulp were placed into Erlenmever flasks and subjected to an extraction
process comprising three successive extractions with 25 ml of hexane at 30 °C and 130 rpm.
followed by 3 extractions with aqueous methanol 80% at 33 °C and 1350 rpm. The extracts
obtamned with hexane were discarded, whereas the methanol extracts were collected and
analyzed. Hydroxycinnamic acid analysis was performed by HPLC followimng the method
reported by Baquetro et al (2010). Results showed that the analyzed coffee pulp contams high
amounts of hydroxveinmamic acids with respect to previous studies performed by our research
group (3.2-12.5 mg/g of coffee pulp). It was found that the most abundant hydroxycinnamic acid
in coffee pulp is chlorogenic acid, and it represents about 90-96% of total hydroxycinnamic
acids. The highest concentration of chlorogenic acid was found in the intermediate pulp (11.3
mg/g) followed by immature pulp (9.3 mg/g) whereas the mature fruit has a considerably lower
amount of chlorogenic acid (3.1 mg/g). These findings indicate that unnipe coffee chernes (now
discarded during the "beneficio" as defective chernes) can be an mexpensive source of
antioxidants such as chlorogenic acid.

{(Keywords: coffes pulp. antioxidants, chlorogenic acid. hydroxyeinnamic acids)
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SCREENING OF COFFEA ARABICA CULTIVARS FOR THE
BIOTECHNOLOGICAL EXTRACTION OF HYDROXYCINNAMIC ACIDS

Luis V. Rodriguez-Durén1, Ma. Ascension Raml’rez-Coroneﬂ, Ernesto Favela-Torresﬂ, Cristobal
Aguilar-GonzéIezz, & Gerardo Saucedo-Castafieda®
1. Universidad Auténoma Metropolitana (UAM-1). Department of Biotechnology, Av. San Rafael
Atlixco 186, Vicentina 09340, D.F. Mexico. E-mail: saucedo@xanum.uam.mx
2. Universidad Auténoma de Coahuila. Department of Food Science and Technology

Key words: Hydroxycinnamic acids, Chlorogenic acid, Coffee pulp.

Introduction. Coffee pulp (CP) is the main
solid byproduct of wet processing of coffee
cherries and it represents about 40-42% by
weight of the fruit. CP is currently under-
utilized and in some cases discarded without
treatment, therefore it could represent a
serious environmental problem (1). One of
the most promising alternatives for the
utilization of CP is the extraction of high-value
compounds present in this material, such as
hydroxycinnamic acids (HCAs). It was found
that these phenolic acids are mainly esterified
to the cell wall polysaccharides, and it was
proposed an enzymatic treatment to extract
these compounds (2). However, subsequent
studies indicated that the amount and
distribution of HCAs may differ radically from
a CP cultivar to another (3).

Therefore, in this work we studied the content
of free and esterified HCAs present in the
pulp of coffee from 7 cultivar of Coffea
arabica, to find out a proper raw material for
the enzymatic extraction of HCAs.

Methods. Coffee cherries from 7 cultivars of
mature (red) C. arabica were collected from a
plantation in the municipality of Xico,
Veracruz. Fruits were pulped in a manual
pulper and air dried. Dry CP was milled and
sieved at a particle size of 0.15-0.84 mm. A

sample of 2 g of CP were placed into
Erlenmeyer flasks and subjected to an
extraction process comprising three

successive extractions with 20 mL of hexane

at 30°C, followed by 3 extractions with
aqueous methanol 80 % at 55°C. The
extracts obtained with hexane were

discarded, whereas the methanol extracts
were collected and analyzed for free HCAs.
Solid residue was subjected to alkaline
hydrolysis with 2M NaOH in the presence of
ascorbic acid (1%) and EDTA (10 mM), for 2
h at 40°C. The hydrolyzate was filtered and
analyzed for esterified HCAs. HCAs were
analyzed by HPLC.

Results. Figure 1 shows that Red Garnica
and Mundo Novo cultivars have the highest
HCAs content, followed by Typica and Costa
Rica. It was found that HCAs are present

mainly in the free form for all the cases
analyzed. Table 1 indicates that CGA is the
most abundant HCA, accounting for 72-82%
of total HCAs. Although Garnica -cultivar
presents the highest content of HCAs, it
represents a small fraction of total coffee
cultivated. The variety Typica is the most
cultivated in the state of Veracruz.

OEsterified HCAs mFree HCAs mTotal HCAs

@~
1

Hydroxycinnamic acids (mg/g)
o = oW B ow

il

Typica Bourbon Mundo Costa Oro Red Yellow
Nova Rica Azteca Gamica Gamica

Fig.1 Free and esterified HCAs content of coffee pulp
from 7 varieties of C. arabica (dry basis)

Table 1. Relative concentration of single HCAs in coffee
pulp from 7 varieties of C. arabica (%)

Variety CGA CA FA pCA
Typica 78.2 19.1 26 0.1
Bourbon 796 154 47 0.3
Mundo Novo 818 153 27 01
Costa Rica 79.9 16.3 34 0.4
Oro Azteca 721 233 40 06
Red Garnica 79.8 17.2 2.7 0.3
Yellow Garnica 73.2 228 34 0.6

*CGA=Chlorogenic acid, CA=Caffeic acid, FA=Ferulic
acid, pCA=p-Coumaric acid, C.V =1-14%

Conclusions. In this work we found that CP
from C. arabica var Typica could be a good
source for the biotechnological production of
HCAs such as CGA and CA.
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Sustainable Production. Wintgens J.N., Wiley-VCH
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Area: Functional Foods
Microwave Assisted Extraction of Hvdroxycinnamic Acids from Coffee Pulp
Rodriguez-Duran, L. V.!; Ortega-Hernandez, A. K.:; Ramirez-Coronel, M. A.!; Favela-Torres. E.!; Aguilar-
Gongzélez. C. N.? & Saucedo-Castafieda. G.'*

1. Universidad Auténoma Metropolitana (UAM-I). Department of Biotechnology, Av. San Rafael Atlixco
186, Vicentina 09340, D.F. Mexico. *E-mail: saucedo@xanuim. uam.mx

2. Universidad Autonoma de Coahuila. Department of Food Science and Technology, School of Chemistry,
V. Carranza & Gonzalez Lobo s/n Republica Oriente 25280 Saltillo. Coahuila. Mexico

Coffee pulp (CP) is the main solid byproduct of wet processing of coffee cherries and it
represents about 40-45% by weight of the fruit. CP is currently under-utilized and in some
cases discarded without treatment, therefore it could represent a serious environmental
problem. On the other hand, the phenolic compounds present in CP, such as
hydroxycinnamic acids (HCAs) are interesting. These compounds exhibit antioxidant, anti-
carcinogenic and anti-inflammatory properties. Therefore, they have potential applications
in the chemical, pharmaceutical and food industries. In this study, we evaluated the use of
microwave assisted extraction for the recovery of HCAs from CP. Extractions were carried
out in a microwave oven MARS Express (CEM, USA). 1 g (dry basis) of CP was in each
PTFE tube. Then, 10 mL of solvent were added and the mixture was agitated. Tubes were
subjected to microwave treatment at 60 °C from 1 to 16 min, using a variable power (0 to
400 W). Obtained extracts were filtered through a regenerated cellulose membrane (0.2
pm), and analyzed by HPLC. The effect of the solvent (50 % v/v, aqueous ethanol or
methanol) on the extraction of HCAs from CP was evaluated. Then, five concentrations (0,
25, 50, 75 and 100%, v/v) of the selected solvent were evaluated. The highest amount of
HCAs was recovered using 50% (v/v) aqueous ethanol as solvent. Variations in ethanol
concentration significantly reduced the amount from extracted HCAs. The highest amount
of HCAs was extracted at 2 min and then the amount of HCAs remained constant. Under
the best conditions, we recovered 100% free HCAs from CP (4.19 = 0.2 mg/g). as
determined by successive extractions with hexane and methanol. Microwave assisted
extraction was carried out in a single step, in a short time (2-4 min) and using
"environmentally friendly" solvents. Therefore this methodology could be used for the
analytical extraction of HCAs from CP.

(Key words: hydroxycinnamic acids, coffee pulp, microwave assisted extraction)
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SELECCION DE CEPAS FUNGICAS PRODUCTORAS DE CLOROGENATO HIDROLASA
Luis V. Rodriguez-Duran', Ma. Ascension Ramirez-Coronel’, Ernesto Favela-Torres', Cristébal Aguilar-Gonzalez?, &
Gerardo Saucedo-Castafieda’
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2 Universidad Auténoma de Coahuila, Departamento de Investigacion en Alimentos. C.P. 25280 Saltillo, Coahuila.
rodriguez.lvd@gmail.com

Palabras clave: Clorogenato hidrolasa, acido clorogénico, fermentacion en medio sélido.

Introduccion. La clorogenato hidrolasa (CHasa) es una
enzima (E.C. 3.1.1.42) que cataliza la hidrolisis de acido
clorogénico (ACI) produciendo cantidades equimolares
de acido quinico (AQ) y acido cafeico (AC). Esta enzima
se ha utilizado principalmente para la produccién de AC a
partir de subproductos agroindustriales ricos en ACI,
como la pulpa de café y el bagazo de manzana (1, 2). La
CHasa también puede ser utilizada para la modificacién
de compuestos fendlicos mediante reacciones de
esterificacion (3). Estos compuestos tienen importantes
actividades bioldgicas con potencial aplicacion comercial.
Sin embargo, la falta de CHasas comerciales dificulta el
desarrollo de estas aplicaciones. El objetivo de este
trabajo fue seleccionar cepas fungicas capaces de
producir CHasa en Fermentacion en Medio Solido (FMS).

Metodologia. Se evaluaron 10 cepas flingicas (9 del
género Aspergillus y 1 del género Rhizomucor) para la
produccion de CHasa. Estas cepas se inocularon scbre
placas de agar con ACI como Unica fuente de carbono.
Las cajas se incubaron a 30 °C durante 5 dias. Se midid
el crecimiento radial cada 24 h. A los 3 dias de
incubacion se revelaron cajas con NH4OH al 28% y se
midié el halo de hidrélisis y el indice de potencia
(IP=diametro del halo/diametro de la colonia). Las cepas
que presentaron halos de hidrélisis se utilizaron para la
produccién de CHasa por FMS. La FMS se llevé a cabo
en viales de 4 mL usando 0.3 g de agrolita como soporte
inerte y 0.5 mL de un medio liquido con 15 g/L de
extracto de café verde como inductor (1). Los viales se
incubaron durante 5 dias a 30 °C. El contenido de ACI,
AC y actividad CHasa en los extractos extracelulares se
determiné por HPLC. Las cepas seleccionadas se
utilizaron para la produccién de CHasa en reactores de
lecho empacado con aireacién forzada. En estos
reactores se determiné ademas de las variables antes
mencionadas, la composicion del gas de salida.

Resultados. Todas las cepas evaluadas fueron capaces
de crecer en el medio de cultivo utilizado, con tasas de
crecimiento de 0.216 a 0.277 mm/h. Sélo las cepas del
género Aspergillus produjeron halos de hidrélisis (Tabla
1). No se observaron diferencias significativas entre los
indices de potencia, por lo que las 9 cepas de Aspergillus
se utilizaron para la produccién de CHasa por FMS. Para
todas las cepas se ohservé una acumulacion de AC entre
las 8 y las 16 h y un consumo total del ACI y AC antes de
las 24 h de incubacion (datos no mostrados).

Tabla 1. Tasa de crecimiento radial e indice de potencia de 10 cepas
fangicas usando ACI como unica fuente de carbono

Tasa de crec Indice de
Cepa radial (mm/h) potencia
A. awamori NRRL 3112 0.243 £0.005% 1.26 £ 0.02
A japonicus ANS 0.242 +0.019% 1.36 +0.05
A_niger CH4 0.255 + 0.008 " 1.29 +0.03
A. niger GH1 0.276 £ 0.002%® 131201
A niger HT4 0267 +0.003%® 1.28+008
A. niger PSH 0.277 £ 0.0022 1.23+£0.00
A oryzae 2094 0246 + 0006 1.23+0.00
A niger 2095 0216 +0.008° 1.27+0.00
A tamari V12307 0240 +0008¢ 1.20+0.00
R pusillus 23alV 0.264 + 0.005%* N.D.

Prueba de Tukey, a=0.05

‘Actvidad CHasa (Uig ms]
S

24 ) a8 & 72
Tiempe de Incubacion (hj

Fig. 1. Actividad CHasa durante la FMS en viales.

Se observaron dos patrones de produccion de CHasa
(figura 1). Las cepas de A. tamarii y A. oryzae alcanzaron
la maxima actividad CHasa dentro de las primeras 24 h,
pero la actividad decayé rapidamente. Las cepas de A.
awamori, A. japonicus y A. niger alcanzaron la maxima
actividad CHasa después de las 24 h la cual permanece
estable hasta el final del cultivo (72 h). Este segundo
grupo se utilizé para la produccion de CHasa en
reactores de lecho empacado con aireacion forzada. En
estas condiciones, la cepa de A. awamori produjo la
mayor actividad CHasa (0.741 U/g ms a las 25 h), pero la
cepa CH4 de A. niger presenté la mayor productividad
(0.047 U/g ms-h alas 14 h de incubacion).

Conclusiones. Se pre-seleccionaron 6 cepas flngicas,
de las cuales la cepa NRRL 3112 de A. awamori y la
cepa CH4 de A. niger fueron las mas convenientes para
la produccion de CHasa por FMS a nivel laboratorio.
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Enzymatic synthesis of caffeic acid phenethyl ester catalyzed by crude extracts with
chlorogenate hydrolase activity
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Caffeic acid phenethyl ester (CAPE) 15 one of the main active compounds of propolis. CAPE has antioxidant,
antiinflammatory, antiviral, immunomodulatory, antiangiogenic, anti-invasive, anti-metastatic, carcinostatic,
neuroprotective, hepatoprotective and cardiopotective activities [1].

CAPE 15 currently extracted from natural sources, such as propolis. However natural sources are limited and
costly. Moreover the recovery and purfication of CAPE from natural sources is complicated and time consuming
[2]. Therefore, several chemical and enzymatic methods for the synthesis of CAPE have been proposed [3].
Chemical methods have long preparation times (up to 96 h) with relatively low yields (38-70%) [4]. Enzymatic
methods have high yields (90-100%), but require long reaction times (48-60 h). They also require large amounts
of biocatalyst [3]. This is due to the low solubility of the substrates and the low affinity between biocatalyst and
the substrates. Therefore, in this work we studied the enzymatic synthesis CAPE catalyzed by crude extracts with
chlorogenate hydrolase activity produced by filamentous fungi in solid state fermentation.

We developed a new technique in agar plates for screening chlorogenate hydrolase producing microorganisms
based on the oxidation of residual chlorogenic acid with a concentrated ammonium hydroxide aqueous solution.
Using this technique we found nine Aspergillus spp strains capable of growing with chlorogenic acid as sole
carbon source and forming hydrolysis halos.

Selected fungal strains were used for production of chlorogenate hydrolase in packed bed solid state fermentation
bioreactors. Solid state fermentation was carned out using perlite as an inert support and green coffee extract as a
carbon source. Growth was measured indirectly by respirometric analysis, substrate consumption and
chlorogenate hydrolase activity were detenmined by HPLC.

Crude extracts produced at 24 h were concentrated by ultrafiltration, and adjusted to an activity of 1.7 U/mL.
Concentrated extracts were used for the synthesis of CAPE by tmansesterification of chlorogenic acid and 2-
phenyl ethanol in a water in 01l microemulsion system (Water/AOT/ lsooctane ). Under the studied conditions,
the crude extract produced by Aspergillus japonicus ANS showed the best results (100% conversion and 19%
yield at 24 h). Using a more concentrated extract (13.1 U/mL) improved the rate and yield of the reaction (100%
conversion and 47% yield at 12 h).

This 1s the first report on the synthesis of CAPE by transestenfication of chlorogenic acid in a microemulsion
system. The results are promising, however, additional work is needed to optimize reaction conditions and to
identify and characterize the enzymes involved in this reaction.

Keywords: Caffeic acid phenethyl ester; Chlorogenate hydrolase
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ABSTRACT: The contents of soluble and bound hydroxycinnamates (HCAs) were analyzed in coffee pulp (CP} of seven
cultivars of Coffea aralica at three different rpening stages. Methodologies for the extraction and analysis of HCAs were
evaluated and improved, HCAs were present mainly in the saluble fraction (88—97%). Chlorogenic acid was the main phenolic
acid (94=96%) in the soluble fraction, whereas caffeic acid was the most abundant HCA found in the bound fraction (72—88%),
Small amounts of free and bound ferulic and p-coumaric acids were also detected. The content of total HCAs in CI reached the
maximum concentration at the semiripe stage (7.4=255 mg/g CP, dw)} but decreased at the ripe stage for six of the seven
cultivars. These findings suggest that unripe or semiripe coffee cherries, considered as defective cherries, are a potential
inexpensive source of phenolic compounds, such as chlorogenic and caffeic acids.

KEYWORDS: coffee pulp, ripening hydroxycinnamates, dilorogenic acid, caffeic acid

B INTRODUCTION covalently bound to the cell wall {about 74-97% depending on
P z = = h SOy rl.u:r]} and !lnﬁ mu]d ol be removed b solvent

Coffee pulp (CF) is the main solid bypreduct derived from wet the pe ¥ ¥

processing of coffee fruits. It represents around 40% of the extraction. Thus, we pmposad an emzymatic method for the

weight of fresh cherries.” CP consists of the outer skin or extraction of HCAs from CP.* o i
pericarp and most of the mesocarp, which is mechanically However, the amount and distribution of HCAs may differ

removed by pressing the coffee fruit in a er.t radically from a CP s.-an.rp[-.' to another, This v.trlab.ilitgf could be
T:'m:]itim:.alp nppligtim:g of CP im;'ludepjll.:ipuse as feretilizee, due oy _a‘Jm dmrmensur._i.af the ml'ﬁ_ae samples {cultivar, place
livestock feed, compost, ete. These applications utilize only a of origin, culture conditions, maturity, _“"t""}' the postharvest
fraction of the available quantity as they are not technically very manigement {J_m!d":'ds of pulping, drying, storage, etc), or
cfficient. Thus, there is still a need to find other alternative uses even the analytical methods used. i ) .
for this solid b}'pmdu:l.i One of the most promising .;\vn.da'ble data on ’4“ wontent _‘md distribution of HCAs o
applications for the use of CP involves the extraction and CP are r:“_““’hsmﬂcs ;”;E’“E “‘H‘: “"“It:”t of P:‘_mf:h;
recovery of bioactive compounds such as phenolic acids present COMRPROLDCS I the pap erent colles Cuitivars are famits
in this material. '!']'lrouF;'i this pmch:: powerful r;lall;l:u'a.] ta tl_“ anaI:,:'ns of soluble compounds.™” _l"“‘th“m_‘”“" these
antioxidants with diverse industrial applications can be studies consider only the stage of commercial maturity. On the
obtained. Furthermore, the new solid residue obtained (CIP other hand, studies related to the content of free and bound
without phenalics) could be used in some other applications, HC As IELEF comsider only one cultivar and one stage of

such as biofertilizer or animal feed, or as a substrate for the ripeness. )
production of edible mushrooms. Ire this paper, we present the improvement of a method for

Four major classes of polyphenels have been identified in the extraction and quantitation of soluble and bound HCAs and
CP: flavan-3-ols, flavonols, anthocyanidins, and hydroxycinna- its application !:u the u.na]}m?s af colfee pulp fm_:ln seven cultivars
mates (HCAs). Among them, HCAs represents from 39 to 49% of Coffea arabica at theee different stages of ripeness.
of total phenolic compounds in CP.° HCAs have gained

scientific interest due to their antiosddant activity, which may Heceived:  Apdl 7, 2014
have some health beneficial effects in vive,” Revised:  July 7, 20014
We have previously reported the content of free and bound Accepted: July 10, 2014
HCAs in CP" We found that most of the HCAs were Published: July 10, 2014
- ACS Publications  © 2918 Amescan Chemical Soclety 7869 kom0 D2 UFS P56 £ Agric. Food Chem 2004, 62, T869- TRTG
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Table 1. Chromaticity of Coffee Fruits Surface for Seven Cultivars of Coffea arabica at Three Stages of Ripening”

cultivar ripening stage chsomaticity (r)
Typic L 538 = 005
seEiripe 5% = D053
npe e = Didab
Bowrbon umFipse 35 = 00
seEripe 5] = D.ﬂélgn
ripe 65 = 008k
Mumdo Novw umnripe B33 = 002
sepiripe 050 = 0.03gh
Fipe el = 005cde
Caosta Rica U Eips: 538 = 000
sepmiripe k35 = l'.'l.[l!“#:
i it = Oded
Qo Axteca U Fip= 56 = 002
s 053 = 004Fgh
P 7 = 0ided
Eed Garnbca U Fips: 3% = 00k
s 047 = 002k
ripe 055 = 00%ely
Yelow Liarnica ummipe 033 = 002i
weEairipe 047 = 002k
nipe 057 = 003ced

chroemazicity (g) chromaticity (&) rig ratio
hdd = i Bl& = Dukdbed 083
3l = Ouisd 00 = Dudlefiy 193
0LLT £ 0u2h Bl = Dulkicde 403
050 = (022 014 = Dlede 0a7
0,35 = dusdel DL = Duklefy 157
019 = 003k 016 = Dushed 351
0,50 = 0lab L7 = Ddabs 048
037 = 0uD3d 013 = Dblde 135
0,20 = 0lgh 019 = 0dab 3
4% = (uilab i3 = Dulede 07e
0.3 = Oueidef 012 = DuZef 162
0,20 = (udigh 019 = (ukiab ERES
0AT = fuibe LT = Dudabaod 07
0,37 = duid 0D = Dilefy 144
0is = l}ﬂls:-u DiE = I}.l]'il's EXL
043 = tuic 019 = Duilab [
0,32 = 0u2ef 019 = Duirlab 151
024 = Dudlg B2L = ila 130
050 = 0ulab 02 = DubZef 07T
044 = ikl 00T = Duklg Ll
136 = (idde 00T = Dilg LAl

“Dhata are presented as 2 mean value + standard deviation; the same letter in a colamn means no significant differences {Tukey HDS test, @ = 03}

between samples.

B MATERIALS AND METHODS

Chamicals, Chlorogenic, caffeic, p-coumaric, ferulic, and ascorbic
acids were obtained from Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USAk
kexang, methanal, acetic acid, sodium kydroxide, and ethplenadiami-
netetraacetic acid (EDTA) were purchased from . T. Baker
{ Phillipshurg, MJ, USA).

Plant Materlal. Coffec cherries from seven cultivars (Typica,
Bourbon, Mundo Mova, Costa Rica, Oro Azteca, Red Garndea, and
Yellow {;zrnicz]- were callected in December 2012 from a l'l'.ll'ltltiﬂl.‘l in
the municipality of Xico, Veracraz, Mexico (latitude 96°37 N;
longitude 19725" W; altitude =1135 m above sea level), Cotfee fruits
were harvested at three different stages of ripening (unripe, semiripe,
and ripe). Identification of coffee cultivars and clasification by
ripening stage was performed by trained local personned according to
the physical characteristics of plants and froits.

.';amp|:u Were Irampar!ﬁ[ llnnud.ia.l.dr under mﬁ'i.gnral.inn to the
laboratory and stored at 4 °C until processing (within 48 k). Fraits
were manually pulped, and the abtained CP was dried in 3 tray dryer
with farced aeration for 72 b at 25—40 *C. Dy CF was milled with a
blade grinder and sieved to obtain a particle sise of 0.15—0.84 mm
{20100 mesh),

CP from a commercial wet process {beneficio) located in the same
region  (Xico, Veracraz, Mexico) was used to standardize the
erethodology for HCA extraction, This CP was sun-dried for 72 b
unitil resching moisture content of <10%.

Physical Characterization of Coffee Fruits, Average weight,
volume, and color of fruits were messured Average weight was
cabonlated Fram 100 fruits by triplicate. Average vohime was measuged
by water displacement of 100 fruits in a 1 L graduated cylinder,

The external color of coffee Ffraits was evaluated by image anal:.':k
techmbques. Pictures of at least 10 fruits per sample were obtained with
a dl;ia] camera under standardized conditions J].ig]".'l.i.ng and distance.
Thereatter, the pictures were analyzed using the software Fiji {available

at https//ijisc/Fiji). Average values R, G, and B were obtained and
used to caleulate the chromaticty parameters r, g and b, using the
following equations:
B G ]
Fm i gm § -
B+ G+EB E+G+ B B+ G+ 8B

B G, and B represent the red, green, aned Blue color intensity,
respectively, and v, g, and b are the normalized trichromatic coeficients
{intensity mdependmu:].”

Extraction of Soluble and Bound HCAs. Extraction of sohible
HCAs was performed by soccessive extractions with hexane and
methanel as previeusly reported.™” First, 2 g (DW) of CP was put
into a 125 mlL Erlenmeyer flask Then, :.1.m|_:||e was extracted three
times with 20 mL of hexane for 30 min at 30 °C and 150 rpm. Hexane
extracts were discarded, and the remaining solids were extracted three
tirmes with 20 ml of aqueows methanol {20:80, v/'v) acidified with 1%
{w/v) acetic acid. Methanolic extraction was carried out for 35 min at
55 °C with ag:iul'jnn at 10 pm. Aethanolic extracts were EE‘J'H.I'LEI.IEI.'E[
{8000 rpm, 10 min), filtered through 022 pm regenerated cellulose
membranes, and analyzed by HPLC.

To confirm the efficiency of the extraction of soluble HCAs, a
sample of CP (from a commerdal wet pmcﬁ:} was submitted to
successive methanolic extractbons, and each estract was analyzed
separately. The effect of hexane extraction was also investigated.

Bound HOAs were extracted by alkaline bydrolysis using a method
deseribed previeusly, ™' which was modified as follows: The salids
obtained from hevase and squecus methanol extractions were
immediately hydralyzed with 20 mL of NaOH at different
concentrations (05, 10, and 2.0 M), with EDTA (10 mM) and
ascorbic acid (1% w./v). Mixtures were incubated for 15, 30, 60, 120,
and 240 min at 40 “C under constant agitation on an ocbital shaker
{150 rj:lu'nj Subsequently, the pH of the mistures was adjusted to 3.0
+ 0.1 with 6 M HCL Then, mistares were filtered through 2 no. 2

chugdoiom 1 00 0 1R 481 L Agrc, Food Chom 3004, 6.2 TR MR
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Frittexd glass filter, the solid restdues were extracted with 10 mL of
distiBled water, and the filtrates were combined sl fltered through a
0.22 pen regenerated cellulose membrane and analyzred by HPLC, All
extractions were under darkness by triplicste. The extracts obtained
WETE lnrpt at —18 °C and Fl‘ﬂ!ﬂ.‘tﬂd from Esht until arul':,rs.i:. At this
stage, chlorogenic ackd {compound 1) was used as internal standand

HPLC Analysis. Analysis of HCAs was carried out in a Shimadea
Prominence HPLEC system {Shimadm Corp, Kyota, apan) consisting
of an LC-20AT pump, 3 DGU-20AS degasser, an SIL-20A HT
autesampler, an SPD-M20A diode array detector, and a CTO-204
oven. Separytion was performed wing a Varian Polaris Amide C18
column {200 % 4.6 mm, 5 gm) An bocratic method was used with a
mobile phase consisting of 35% (v/v) methanol, 1.25% (v/v) acetic
achd, and 63.75% {v/v} water at a flow rate of 1 mL/min for 30 min.
HCAs were detected at 320 nm Quantitation was performed by the
external standard method. Calibration curves were obtained for each
compound 0 concentrations ranging from 0025 to 05 mg/ml.
Hesults were expressed a5 milligrams per gram af CP (dw).

Statistical Analysis. All extractions and analyses were carried out
at least in triplicate, and the results are expressed as means + standard
deviation. Tukey's HED test was used to compare the means and to
reveal significant differences between samples (@ = Q05D Statistical
analysis was performed using the statistical package JMP 9 (SAS
Institute [ne, Cary, NC, USA)

B RESULTS AND DISCUSSION

Physical Characterization of Coffee Fruits, Coffee
cherries were classified by trained personnel ot the plantation.
Then, a physical characterization of fruit samples was carried
out in the laboratory. Morphological differences between fruits
of the same cultivar but at different ripening stage as well as
differences between fruits at the same ripening stage but
different cultivar (for some cultivars) were observed. These
ebservations were confirmed by the physical characterization
{Supporting Information Figures 1-3).

As expected, we observed a progressive increment of fruit
size and weight for all cultivars as a function of ripening, We
also abserved significant differences between colfee fruits at the
same ripening stage but from different caltivaes, The larger and
heavier fruits were the ripe coffee cherdes of O Asteca
cultivar, followed by the chertes of Munde Novo and Costa
Rica cultivars. The smaller and lighter ripe fruits belonged to
the Bourbon cultivar

Changes in the size and weight of coffee cherries during the
ripening process have been previously described by several
authors." " Physical differences (weight and volume)
between coffee cherries from different cultivars are known by
coffee growers and processors, but they are poordy described in
the scientific literature,

Changes in color have been traditionally considered as the
main criterion determining the ripening stage of coffee cherries.
This characteristic is used to decide the beginning of the
harvest.”™ We used image an:l}m'x b.-n:hniqun:s to measure the
external color of coffee cherries and to establish differences
between ripening stages of coffee fruits.

We observed a progressive increase in the red (r) component
of the color as well as a decrease in the green (g} component
for all coffee cultivars {Table 1), On the other hand, the blue
component was the lowest for all colfee samples, Moreover, we
did not observe the same trend in the change of the parameter
b (blue) during ripening of the fuits of different cultivars.
Therefore, we consider that the r {red) and g (green)
chromaticity parameters should be used to evaluate color
changes during ripening of coffee cherries.

TEn

Values of r increased from 0335-0387 for unripe fruits to
0.552=0.736 for ripe cherries. Values of g decreased from
0.427-0.514 for unripe fruits to 0.170—-0357 for ripe dherries.
Another parameter that could be considered for assessing color
change during ripening of coffee cherries is the ratio between r
and g dhromaticity parameters (r/g ratio). Values of r/fg lower
than 1 were obtained for unripe fruits. For semiripe fruits, r/g
ratio values ranged between 1 and 2 (1L12-1.93), and for ripe
fruits, values of r/g were >3 (230-4.06} except for the yellow
cultivar (r/g = 160},

Several authors have studied the changes in the external color
of coffee fruits using spectrophotometric™ ™' or computer
vision techniques,'” These methodologies allow obtaining
reliable and reproducible measurements of it color
However, they require specialized equipment, which is not
always available. Other authors have evaluated the color of
coffee cherries by a subjective comparison with color reference
charts."** Color charts are useful aids to compare coloes, but
they have some disadvantages. In this method color assessment
depends on the visual abilities of judges. On the other hand, it
is difficult to compare a uniformly colored card with the color
of 2 nonhomogenous surface.™ Tn all cases an increase in the
red chromaticity and a decrease in green chromaticity have
been observed.

Changes in external color can be explained by chemical
changes in the exocarp {peel} during ripening. Exocarp persists
as a greenscoloved tissue during most of the coffee fruit
development. However, in the ripe state, it becomes red {or
vellow, for some cultivars) as result of the decrease of
¢Hlm:|pll}'|.| and accumulation of u.'l'|Iiu.'l-l,::|.".1.1'm.u

Extraction of Soluble and Bound HCAs. The phenalic
compaounds af CP have been the subject of several
studies. "™ 1" The interest in these compounds is due to
their biological activities (antioxidant, anti-inflammatory,
anticarcinogenic, etc.)® Most of these studies are limited to
the compounds extractable with agueous methanol solu-
tions **” However, significant amounts of phenolic compounds
may remain in the solid residues after such extractions. For
example, phenalic acids covalently bound to cell wall
PaJ}'gmhnn'.deg.‘u

I preliminary studies, it was found that the estimation of
soluble and bound phenolic compounds in CP is strongly
dependent on the methodologies used for their extraction and
analysis. Thus, we decided to evaluate the conditions
commonly used for the extraction of phenolic acids.

As a first step, we evaluated the effects of a hexane extraction
followed by an aqueous methanolic {20:30, v/v} extraction on
the recovery yield of soluble HCAs (Figure 1}, It was calculated
using compound 1, because it was the main soluble HCA
(93.8=98.8%). Figure 2 shows the amount of compound 1
extracted by four successive methanolic extractions with and
without pretreatment with hexane. Becanse no compound 1
was detected from the fifth methanolic extraction, the amount
of compound 1 obtained in the first four extractions was
considered as the total soluble compound 1, and this amount
was used to caleulate the extraction yield,

Wo significant differences were found between the yvields of 1
obtained with or without treatment with hexane. Thus, hexane
extraction does not affect HCA extraction, bat it may help to
remove less polar compounds such as carotenocids and other
lipophilic compounds that can interfere with the chromato-
graphic analysis of extracts.” Therefore, we decided to make
three hexane extractions followed by three successive
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Figure 1. Structures of hydroxycinnamates analyeed in coffee Pul.p
samples,

methanelic extractions for analytical porposes. In these
conditions, >98% of 1 was recovered.

Several authors pecformed alkaline hydrolysis for the
extraction of covalently bound phenolic adids. However, it is
known that this alkaline hydrolysis led to important losses of
phenelic compounds, particularly dihydroxy derivatives such as
caffeic acid (23

Krygier et al”™ reported 667% compound 2 lost after
treatment with 2 M NaOH for 4 h under ni n atmosphere.
To prevent loss of phenolic acids, Nardin et 21** proposed the
addition of EDTA-ascorbate during alkaline hydrolysis, Under
their assay conditions (2 M NaOH containing 10 mM EDTA
and 1% ascorbic acid at 30 °C for 30 min}, complete |1}'|:|ru|}rxi.-.
of compound 1 was achieved without any detectable loss of
compound 2.

Preliminary studies showed significant loss of phenolic
compounds during the alkaline hydrolysis of CP. Therefore,
we decided to study the conditions of alkaline hydrolysis for
recovery of HCAs from CP, The effect of different NaOH

concentrations {in the presence of EDTA and ascorbic acid)
and incubation times on the recovery of HCAs was evaluated.

Figure 3 shows the time conrse of compound 2 extraction
during alkaline hydrolysis of CP using different MaOH
concentrations, We observed an increase in the amount of 2
extracted during the first minutes of the reaction, followed by a
decrease of this compound, This can be explained by the
existence of at least two reactions: first, a hydrolysis reaction
that breaks the covalent bond linking compound 2 to a cell wall
polymer, and then a second reaction that transforms compound
2 to another compound, presumably by caidation. The greatest
amount of 2 was obtained using 2 M NaOH and incubating for
2 hoat 40 °C. Therefore, we used these conditions for the
analytical procedure. To confirm the efficiency of alkaline
hydrolysis, compound 1 was used a5 internal standard. We
added a known amount of compound 1 to CP (1 mg/yg of CP).
Then we subjected the CP to an alkaline hydrolysis as
described above, In the proposed conditions, 90% of the
expected compound 2 was recovered.

HCA Content in CP from Different C. arabica Cultivars.
Information abowt the content and distribution of phenaolic
compounds in CP is often conlusing and sometimes contra-
dictory. Cultivar and degree of ripeness of the fruit can affect
the content of phenolic compounds in CP. The ripening of
coffee cherries occurs at the end of the physiological maturation
of fruits. This process is characterized by a series of physical and
chemical changes, such as increased weight and size and
changes in color and in the content of sugars and phenolic
compounds. Therefore, the rpening stage can significantly
affect the HCAs content in CP samples'” Therefore, we
analyzed the content of soluble and bound HCAs in CF as a
function of ripening and caltivar of C. arabica.

The content of HCAs strongly depends on the rApening stage
and cultivar {Figure 4). Total HCA (defined as the sum of
soluble and bound compounds 1=4} content increased during
ripening of coffee fruit {from unripe to semiripe stage) for five
cultivars, This is followed by a decrease in the HCA content at
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Figure 2. Extraction of chlorogenic acid from cofee pulp by succesive extractions with acidified aqueous methancl {data are presented as 2 mean
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the end of ripening for six cultivars. For the Typica caltivar an
inverse trend was ohserved.

These observations are different from that of Koshiro et al."
They studied the content of compound 1 in pulp and seeds of
fruits of C. arabica and C. camepliora at five different ripening
stages. They found a progressive increase of 1 during the
ripening of coffee fruit. They explained this increase by the
continuous synthesis of 1 as suggested by the expression of
three genes related to the biosynthesis of compound 1. These
differences in the pattern of accumulation of HCAs can be
explained by differences in the presentation of results. Koshiro
et al."" expressed the content of HCAs as milligrams per fruit,
When they took into account the growth of the fruit and
expressed the content of HCAs as milligrams per gram of
pericarp {dw), they did not observe any increase in the content
of 1 during maturation of coffee cherries,

On the other hand, Miljkovic et al.™ patented a process for
the extraction of a nutraceutical product from whole coffee
cherry, They recommended the use of unripe of semiripe
cherries because these fruits had a higher content of phenolics
and compound 1 (from 6.7 to 86% w/w of 1) with respect to
the ripe cherries (1.3% w/w of 1), These results are in
JEI.'I.'EI'I'II!I:ﬂ with our ﬁl'u]i:l!lps.

Puertas-Mejia et al.*” studied the accumulation of phenolic
compounds in the pericarp (pulp) of coffee fruits at five
ripening  slages, Thq,-.y found a progressive  Increase of
anthocyanins during ripening (from unripe to overripe stage).
Mevertheless, the semiripe stage showed the highest antioxidant
capacity, They associated this observation with the presemce of
additional i.mllp-l.nmn'l.x with antioxidant Jl:l.i.\"jl':,l'.' These
findings could suggest that this additional antioxidant activity
could be associated with the presence of HCAs. Nevertheless,
no antioxidant assays were carried out in this work.

The content of total HCAs in CP significantly differs from
cultivar to cultivar. Howewver, these differences also depend on
the ripening stage {Figure 4). For the pulp of ripe fruits, Red
Garntca and Mundoe Novo cultivars presented the highest
content of total HCAs (from 6.34 to 649 mg/g dw), followed
for the pulp of Typica and Costa Rica cultivars {from 529 to
542 mg/g dw}, and the Yellow Garmica, Oro Azteca, and
Bourbon varieties presented the lowest content of total HCAs
(from 2.96 to 3.64 mg/g dw). For the semiripe coffee we
observed that pulp from Yellow and Red Garnica cultivars had a
remarkably high content of HCAs (from 2532 to 25,54 mg/g
dw}; on the other hand, the Typica cultivar presented a low
content of these compounds (320 mg/g dw) All other
cultivars had a higher content of HCAs than any sample of pulp
from ripe cherries (from 745 to 1668 mg/g dw). Finally,
unripe cherrics of Bourbon and Typica cultivars presented the
highest content of HCAs, whereas the Mundo Nove and Red
Garmica bad the lowest content of these compounds,

Other authors have stodied the content of phenalic
compounds in CP from different cultivars, However, those
studies are limited to the methanolic extracts from the pulp of
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Table 2. Content of Soluble Hydroxycinnamates in Coffee Pulp Samples (in Milligrams per Gram of Coffee Pulp, dw Basis)”

caltdvar mpering stage chlorogenic acsd caffel: ackd feralic add povamanc sdd total saluble HOAS™ cHorogenic add (%)
Typica apmme 81 + 00% nd 018 + Oidef 003 + 000cdel A5 = 008e Ll ]
semanpe T56 = l}.:ﬁj B 00 = el ] iz = EI.I:ll}r{g_ TH) = 019k LT
e 450 = 04 rd 018 £ Quddgh il = 0B 478 = 015 4L
Boarbon anripe 977 = 25d nd 025 == OO0 [l S oS = 0254 97.1
semanpe 1084 = 020 [ 03 =+ O0ed s = O0ghe LLI0 = 032 T8
npe L6 = 008 nd 0.1 = 0.0 003 = 000bede T4l = 0k 938
Marde Nova ansipe LAD = 01T nd 007 == DDk 003 = 00lbede 185 = 0,17k 982
SeminDe 1837 & D16b nd 028 & 00lhe DA = D0labe 1540 = 037h a4Ta
e .56 = 005gh nd 0.6 = DoDigh e = 000bed ATH = 005k Rt
Coxa Rica T e aig = ﬂ.&ﬁfg [ L4+ 0015k i + ﬂ.l'.'ll)d'g_ ali = I:I.Hifg: s
seminpe A7 = Dasl nd 016 = U.Eﬂgh Lk = D0%ahc B9l = 0asF 470
i 56 = 005 [ 07 = D.I:I]!'g_ s = D00ehe AT = 005§ LT ]
O Azteca T 62 = 071 R 07 = D.I:I]!'f_ i + I:I.I:Ildf_ a5l = I:I.]'?Eg L ]
B 1145 = 08 il 021 = nonde 003 = DDbede LLa% = 0,18 979
e AU + i, rid 015 = 001ghi e = OObede 307 = oAk
Bed Garnea e 151 =z 015k il 0oy = unop: ol = D.I'.'Ills 135 = 0L141 LT
sEmanne W15 = 0E2a nad 039 = [0 QL = D00 2480 = DA3a 981
e 584 = 0.036h rd 004 = 000k 04 = DO0be 593 = 0.14ghi 955
Yellow Gamica anrpe S0 = 036hi nd 0U05 & DUy 00l = DDy A1l = 047§ o8]
sEmarnse 2440 = (258 nd 047 = D03 005 = DD0eh MET = 028 981
npe 01 = 003 nd 0.07 % D00y 002 = DoDdefy 10 = 0u0dk for

“Dhata are presented as 2 mean value + standard deviation; the same letter in a colamn means no significant differences {Tukey HDS test, @ = 005}
between samples; values = 000 means = S00005; od, not detected. "Calalated as the sum of chlorogenic, catfeic, ferulic, and p-coumaric scids.

ripe cherries™ They found a content of HICAs from 3,98 to
16.20 mp/g (dw) for cultivars of C. arabica and C. canephora,
Those values are higher than the results obtained in this paper
for ripe CP (from 296 to 849 mg/g dw). Differences between
the contents of HCAs could be related to the origin of coffee
fruits (soil, climate, etc.) and agricultural practices.

Tables 2 and 3 show the content of soluble and bound HCAs
for each cultivar at ecach ripening stage, respectively. The
content of soluble HCAs is higher than the bound HCAs for all
analyred samples. The content of soluble HCAs mepresents
around 81—-97% of tatal HCAs for all samples except for unripe
Red Garnica (soluble HCAs = 68% ). This observation differs
from previous papers that indicate that most of the HCAs in
CP are covalently bound to the cell wall polysaccharides ™"

Differences in distribution of soluble and bound HCAs can
be related to the origin af the coffee fruits, ripening stage,
extraction methodology, and number of consecutive extrac-
tions. Furthermore, under the extraction conditions, phenolic
compounds may undergo different chemical reactions in the
presence of the solvent used. This work has been shown that
the amount of three consecutive extractions with axquecs
methanol yields $6% of total compound 1 from CP {Figure 1)

In this paper, we confirmed the influence of cultivar and
ripening on the content and distribution of seluble and bound
HCAs, but we also observed that the extraction method affects
the yields of these compounds. Thus, both fractions (saluble
and bound) can be under- or overestimated when the
extraction has been not exhaustive.

The main component of methanolic extracts of the seven
cultivars was compound 1 [Table 2). Compound 1 represented

around 94-99% of soluble HCAs for all analyzed samples
(from 131 to 2442 mg'g dw). These values are higher than
those reported by other authors, 6% They found that 1
accounts for 80=84% of soluble HCAs. The content of 1 in the
methanolic extracts of the pulp of ripe coffee cherries (2.2-5.8
mg/g dw) is within the range found by other authors ™™
These authors have reported a content of 2.3—9.7 mg/g of CP
as determined by HPLC analysis of methanelic extracts. On the
other hand, Labat et 2™ reperted 2 content of 1 of 3.6=27.0
mg/g CP. However, they did not describe the extraction and
analysis conditions; they neither reported the origin of the plant
material.

There is very less information on the content of 1 {and
HCAs} in CP from cherries at different stages of ripeness.
Kashira et al.'” reported the evelution of 1 and its isomers in
pulp and seeds of coffes fruits during ripening. They found a
continuous decrease of compound 1 from 10 mg/g CP (dw})
for green mature fruits to 5=5.5 mg/g for dpe chemies of C
arabica ov. Tall Mokka, A similar trend was observed for fraits
of C. caneplora, but in that case, the content of compound 1
decreased from 30 to 10 mg/g CP I::lw}l. In our resulis a
decrease in compound 1 was also observed from unripe to ripe
fruits for five of seven cultivars. Nevertheless, in our case an
increase of compound 1 was observed in the semiripe fruits for
six of seven cultivars.

Other HCAs identified in methanolic extracts were ferlic
acid (3} and p-coumaric acid {4). Compound 3 was found at
highly varisble concentrations (0.02—0.41 mg/g dw), whereas
compound 4 was found in small ameunts (0.01-0.06 me/g
dw}, Compound 2 was not detected in methanolic extracts,
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Table 3. Content of Bound Hydroxycinnamates in Coffee Pulp Samples (in Milligrams per Gram of Coffee Pulp, dw Basis)”

cultivar ripeeing sope  chloropenic add caffeic ackd
Typsca R 006 + 000c D&l & idlb
seminne 005 = o0gd D45 = ﬂ'.ma'g
ripe 008 + ouide 04T + 0ubLf
Baurbon anrige (LOS s= D00 D54 = lle
Sefifne 005 = e D42 = Oudlighi
ripe 008 = 000 D41 = 00l ghi
Mundo Nove anripe 00 = DO 034 = Bidle
SEMINTE 0% &= iled DA < d2cde
ripe 007 = ook D4 = 0ublig
Casta Rica HRTEE 006 + 000 A& + 2de
SEmirse 005 = oued DLkl = Ly
Tipe 008 += 000y 03T = (s
O Axteca HRTEE 005 + e Dal = ned
semmiripe 004 = nood 0,33 = Ole
fipe 008 + 000 3% + ik
Faed Garnsca MRS 005 + 000cd D53 = (uile
wemmirine 004 = nood 053 = (2he
ripe 006 = (00 045 = 000G
Yellow Gamica anripe 005 = D0 091 = iEa
wemiripe 004 = nood 0,57 = 0ublde
ripse 005 &= nded 0.4 = 0uD24gh

ferulic ackd pcoumanc acid  totel bousd HOAs"  caffede moid (%)
003 + Duibodef 3 = ddcd 075 £ b BE
D = DDied 002 = (uD0fghig 056 = (.00 309
ik £ uilh i = iddcde & + I}Ms}'. TEO
DT & 000K 002 = 0,00k 083 = 000efg 5.4
005 = 0O0KIEL 002 = C00gkk 0.52 = 0000 8.0
O = Db 002 = Duddedfghi 055 &= 0Lk 734
006 = O00deighi 002 = 00deigh 084 = 00Lelg B4
003 £ Oubkl 002 = Dbk 087 & Didcdel BEA
DU == Dl 3 = DuD0cde 058 = 000 ghij TaT
D03 + ubaode i3 = dwh 089 + ui2ede LA
0o = ﬂ.m;d:\.ij}: il = ﬂmc‘rlﬁ 05 = ﬂ.ﬂl:ﬁ: 813
M = Duied 2 = (uddcdef 081 = vk TLE
03 + (uD0dghiy 002 + ubdddefgh 71 =+ (uidbed 854
002 & 000k 002 = 000k 082 = 000fgh 6.0
003 = Dbbciefy 002 = DO0eRRil 08T = DOk 730
3 £ (udodefgh i3 = Db &S = uddef ns
D02 = 000 002 = 000 072 = 00dbe 7E
003 & O00defghi 002 = 000efzhij 056 & 000k 802
008 = e i = D0 LD5 = Dulsa 25
002 = 000 02 = 000 085 = D02def AT4
003 & 000efghii 002 = DD0ghifk 054 & D02k 807

“Dhata are presented as 2 mean value + standard deviation; the same letter in a colamn means no significant differences {Tukey HDS test, @ = (03}

between samples; values = 000 means = 00005, "Caleulated as the sum of chlarogenie, caffeic, ferulic, and p-coumarie adds.

The main component after the alkaline hydrolysis was 2, and
it represented around 73=88% of bound HCAs (Table 3.
Compound 2 is the most abundant HCA found in [ruits, It is
commonly esterified to sugars, organic acids, and ij.ids.‘m
Compound 1 was found to be principally in the form of soluble
ester (1} in CP, but also a significant armount of this acid was in
the form of insoluble esters.

A small amount of 1 was detected in alkaline hydrolyzates,
probably due to an incomplete hydrolysis of phenolic
compounds. Compounds 2 and 3 were found in the range of
0.016=0052 mg'g CP {dw). These values of bound phenolic
acids are lower than these reported by Torres-Mancera et al.®
or Péree-Morales et al.™ They found contents of 0083—0.108
mg of bound 3 and 0.079=0.0%4 mg of bound 2 per gram of
CP (dw). These differences could be related to chemical
differences between CP samples, maturity state, or the
hydrolysis conditions such as time, temperature, and conoen-
tration as shown in Figure 3.

CP iz a potential source of phenolic antioxidants: and other
bioactive compounds. Howewver, available data of phenolic
content in CP are widely vartable, This study contributes to the
understanding of the differences found in previous research on
HCA extraction from CP. Furthermore, these findings suggest
that unripe or semiripe coffee cherries, which are currently
discarded as defective cherries, and fruits that remain on the
coffee trees after harvest can be wsed as an inexpensive source
of phenolic antioxidants, such as chlorogenic and caffeic acids,
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With increasing focus on sustainable eaergy, bio-refining from lignocellulosic beomass has become a
thrust area of research. With most of the works being focused on biofuels, significant elorts are also
being directed towards other value added products, Feruloyl esterases (EC. 3.1.1.73) can be used as a ool
for bvo refining of lignocellulosic material for the recovery and purification of ferulic acid and related
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Agro resklual biomass
Enmymuatic extraction

Ferulayl esterate
Ferulic ackd

on this biomass refining cazyme.

© 2015 Elsevier L1d. All rights reserved.

1. Introduction

Hydroxycinnamic acids (HCAs) are components of plant cell
walls. These compounds exhibit various biological activities which
are of interest to the pharmaceutical industry, making them
high-value chemicals, HCAs like ferulic acid, caffeic acid.
p-coumaric ackd, sinapic acid, etc. (Fig. 1) have excellent antioxida-
tive properties, due to the presence of the para hydroxy group on
the phenolic acid molety. These compounds can form stable phe-
noxy modeties thus serving as good antioxidants, the unsaturation
of the aliphatic side chain and its bulk also assists in the antioxi-
dant activity of these compounds (Razzaghi-Asl et al, 2013),

* Corresponding author it Biotechnology Divivion, CIIR-National Institute for
Interdisciplinary Science and Techoology (NIST) Trivandrum 695 019, India Tel.:
+91 0471 2515366

E-muil address: cadbavacSS5@botmailcom (KM, Nampoothir),

hespe S [ dxdolorg 10,1016 blortech 201506 117
QO60-8524/ ¢ 2015 Blsevier 1td. All rights reserved.

HCAs may occur as free phenolic acids, as soluble conjugates or
covalently linked to cell wall polymers (Figs. 2 and 3) Ferulic acid
is the most plentiful HCA in nature, and it is found mainly linked to
hemicellulosic carbohydrate moicties and to lignin components
(Manach et al., 2004; Shahidi and Chandrasekara, 2010).

HCAs have absorption maxima in the UV-8 range, from 310 to
360 nm, which also makes these compounds useful in the prepara-
tion of skinceuticals. HCAs have been indicated as beneficial for
clinical conditions like Alzheimer’s and is known to be a protective
agent against colon cancers. Ferulic acid is also used as precursors
for biotransformation into vanillin, Caffeic acid and its phenethy!
esters have been identified as the active pharmaceutical compo-
nent of propolis (Russo et al, 2002),

Release of HCAs from plant material is typically facilitated by
alkaline hydrolysis of the plant-derived biomass.  Alkaline
hydrolysis is not preferred, and green metheds akin to enzymatic
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hydrolysis have better acceptability. These methods are more
specific for HCAs and therefore only release specific products with-
out damaging other valuable chemicals like furfurals that are
destroyed during alkaline extraction (Mathew and Abraham,
2004; W et al, 2012)

With the looming fuel crisis, cutting edge research is focused en
fuel production from lignecellulosic biomass, Second generation
bioethanol is one of the major thrust areas, The technology
invalves the breakdown of lignocellulosic materials into compo-
nent sugars that can be then converted inte ethanal via the fer-
mentative route. The breakdown of lignocellulosic biomass
requires the use of various carbohydrate degrading enzymes like
cellulases and hemicellulases. Feruboyl esterases (FAEs) are hemi-
cellulase accessory enzymes that do not release sugars directly,
however, make it bewer available for carbohydrate binding
enzymes. The process currently is not economical enough to
replace automobile fuels (Menon and Rao, 2012), To bring down
the cost of fuel ethanol subsidiary processes or by-products of
high-value must be spun out, more akin to a petroleum refinery,
and hence the process 15 claimed 1o be blorefining.

HCAs like ferulic acid, p-coumaric acid, chlorogenic acid, caffeic
acid, ete. are low-volume, high-value products that can help bridge
this econemic gap. HCAs are ublquitously present in plant mate-
rial; however, the distribution of these compounds 15 varied,
By-products of first generation ethanalic fermentations as a fuel
(maize) or as a deink {wheat/barley) can be used a5 a source of
HCAs, Releasing HCAs fram the animal fodder of monagastric ani-
mials, a5 well 3% ruminants increases e digestibility and hensoe the
nutrient quality of the feed, The extracted biomass may, therefore,
be used as forage feedstock [Harholt et al.. 2000),

2. Classification and sources of FAE

FAEs are a subsclass of the carboxylic acid esterases that are able
to hydroelyse the ester bond between HCAs and sugars present in
the plant cell walls. FAEs were classified into 4 groups {type-A, B,
Cand D) by Crepan et al. {2004b) based on substrate utilisation data
and supported by primary sequence identity. Type A FAEs show
preference for the phenalic maiety of the substrate that contains
methoxy substitutions, especially ar meta-position, a8 occurs in
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ferulic and sinapinic acids. Type B FAEs shows preference to sub-
strates containing one or two hydroxyl substitutions as found in
p-coumaric or caffeic acid. Type A and D FAEs are able to release
low quantities of diferulates. Type C and D FAEs exhibit broad
specificity against synthetic HCA esters (methy]l sinapate and
miethyl p-coumarate and methyl caffeate) showing difference only
Im e ability to release diferulates. Type A FAES are active only on
substrates containing FA ester linked to the 0-5 and not on sub-
strates containing ferulic acid ester linked o the 0-2 linkages of
i arabinofuranose, Type B FAES are active on substrates containing
FA ester linked to both O-5 and 0-2 of ¢ arabinofuranose. Type C
and D FAEs are able to hydrolyse both linkages (Crepin et al.,
2004b; Topakas et al., 2007) This empirical classification into four
groups has been further expanded and improved (Benoir et al,
J008; Udatha et al, 2011). However, it continuwes being widely
used in sclentific papers,

Extensive study by Udatha et al, (201 1) has led to the classifica-
tion of FAES into 12 distinct families. The improved distinction was
possible through the use of descriptor based classification and
machine learning algorithms, This classification system does not
contradict but expands the knowledge in the area and allows a sys-
tematic understanding of the mode of action of FAE,

Extensive rescarch for finding FAEs that release greater
amounts of alkali releasable HCAs has led to a wide variety of

Tabsde 1
Comparative produsction of FAE iz solid state and submerged lermentation.

organisms and enzymes. Aspergilli have been found to have FAEs
that are effective in rebeasing HCAs in various species. Anaerobiic
fungi and bacteria have also been employed for mining FAEs,
These include fungi like Piromyces equi, AnGeromyces MUCTORMS,
Neocallimastix  spp, Crpinomyces, Closmidium  stercorarnm,
Clostridinm thevmocefim, etc. (Blum et al, 2000; Bormeman ct al,
1990, 19492; Donaghy et al, 2000; Fillingham et al, 1999; 4
et al, J011). FAEs are extensively prevalent in ascomycota and
mecently a study based on the information provided by FAE
sequences in ascomycota found the enzyme sequences phyloge-
nenically impartant (Dhvares-Hernandez ot al, 20100

3. Production of FAEsS

FAE is produced by flamentous fungi or bacterta in submerged
fermentation and alse by solid stave fermentation. Culture media
wsaally contain soluble ferulic acid esters (methyl or ethyl ferulate)
or agro industrial waste rich in bound ferulic acid {e.g. wheat bran,
oat spelt xylan, sugar beet pulp) as the carbon source and enzyme
inducer. Under these conditions, titres of very low activity have
been obtained (usvally less than 1 Uj/ml of culture medium)
{Bonnina et al., 2001; Faulds and ‘Williamson, 1994; Mukherjee
et al., 2007; Shin and Chen, 2006}

Mcroor gacsm Subatraic/support Fermentation systemn Activity (Ug dsa) Prosductivery [Uig disd)

A niger 1472 Sugar beet pulp Seabmerged fermentation L% P wOTS (2002]

A miger 11472 Sugar bect pulp Sedud Slale rmeriation Az &7 {2002}

A miges 11472 Sugar beet pulp Sebmerged fermentation k13E Tk A00)

A miger 11472 Sugear beel pulp Solid slate fermentalion rERE i1 E t ot al. {2000)

A miger CFR 1105 ‘Wheat bram Submerged fermentation 1154 (% ] Hegde and Muralilorishna (3065)
A miger CFE 1105 ‘Wheat bras Solid state fermwentation YRS ®1 Hezde and Muralilatihne {3005)

1. ds =drey substrate; 2. Measured agalean methyl ferulaie; 3. Meavured against methyl caffease; 4. Measured against 4-nitropheny] feralate.
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3.1, Production af FAES in solid state fermentation

To enhance the production of FAE, several researchers have
evaluated the use of solid-state fermentation. Solid-state fermen-
tatbon has several advantages over submerged fermentation for
the production of certain enzymes. These advantages include
higher enzyme titres and higher productivity, low level of catabaolic
repression and  increased  stability of the excreted enzymes.
Furthermaore,  solid-state  fermentation  allows  the use of
agro-industrial wastes as and support carbon source {Table 1)
Comparative production of FAE in solid state and submerged ler-
mentation in few cases were shown in Table 1. Asther et al
(2002) compared the production of FAE by Asperzillus niger
1-1472 in solid-state fermentation and submerged culture condi-
tions using sugar beet pulp as support and carbom source
Maximal activity was reached around 4days of incubation
Activities against methyl-sinapate and methyl-ferulate did not sig-
nificantly differ in lguacd and solid fermentation, However, when
methyl caffeate and methyl p-counarate were used as substrates,
activities were significantly higher in solid-state fermentation
These observations indicated the induction of at least two
esterases with different subsirate specifiaty. Hegde and
Muralikrishna [2009) studied the production of FAE by A, niger
CFR 1105 grown in solid-state and submerged fermentation, using
wheat bran as a carbon source and inducer of the eneyme were
studied. Maximum activity titres were similar in solid-state and
submerged lermentations {325 and 31.5 Ufg dry wheat bran,
respectively), but the highest FAE activity was reached a day earlier
(4 days] in solid-state fermentation than submerged lfermentation

3.2, Molecular cloning of FAE for enzymalic process

Record et al. {2007) constructed a vector containing the ¢cDNA
encoding A niger FAE A with its signal peptide and used it po trans-
form a protease deficient A niger strain. Using glucose as carbon
source (60 g/L) the transformed strain produced 2006 nkat/ml of
FAE This enzyme was easily purified and used for wheal straw
pulp bleaching. Levasseur et al. {2004 inserted the forB gene from
A niger BRFM13 inte an expression vector under the contral of the
£pd promoter and expressed in a protease deficdent A niger strain
This homologous overproduction system allowed reaching a FAE
activity of 18 nkat/ml, 16-fold higher as compared to the produc-
tion with non-transformed A niger strain induced by sugar beet

pulp.

There have been lew reports of FAEs from diflferent sources
being cloned heterologously or otherwise and used for characteriz-
ing the property of the enzyme wilh respect [0 enzymatic release
capacity of the same from different agro by-products. Levasseur
el al. [2006) constructed a chimeric enzyme, consisting of the
AnFaeA and Trichoderma reesei swollenin. It was expressed in T, ree-
sed Rur30 and CLEAT strains. The pure form of the eneyme was not
as effective as the complete extracellular component of the chi-
mberie pratein expressed in CLB4T strain, which could release 45%
of total alkali releasable ferulic acids from de starched wheat bran.
FAEZ a part of a xylanase eneyme in O thermacellum was expressed
in Escherichio coli and uwsed to release ferulic acid from defatted
jojoba meal, with about 1.5 U of the enzyme, 76% of the total ferulic
acid was rebeased by 24 h {Laselo et al., 2006} Thermoanacrobacter
tengrongensis TrFeed was expressed in E coli and used to release
lerulic acid from triticale bran. The enzyme was thermostable up
to 80 °C and released 30% of femulic acid using approx 0.8 Ufg as
enzyme koacling and solid loacing of 5% wijvol. The reaction mix-
ture was initially treated with 10 U of xylanase initially at 37 <C
for 16 h, followed by the action of the FAE at 55°C for S5h
(Abokitse et al, 2010} In a study by Wong et al (2011], cloned
and expressed Anfoed gene from A niger into Seccharomyces
cerevisiae and the extracellular fraction of the yeast in YMB med-
ium was able to release about 3.0 pg/100 mg of ferulic acid from
switchgrass (total releasable Ferulic acid 2 mg/gl. A landmark
publication for FAEs from bacterial origin was published, with
the bacterial enzymes being able to release high amounts of ferulic
acid and p-coumaric ackl from triticale bran, de starched wheat
bran and even condensate of steam exploded wheat straw, The
Sorangium cellulosum FAEs ScFael and ScFoe2 were cloned into E
coli cells and were purified. The maximal release of ferulic acid
from triticale bran of 96% was observed, when 045 Ufml of the
enzyme Schned was incubated with 5.3 Ufml of xylanase to iriticale
bran suspension of 5%, within 3 h of incubation at 37 “C with shak-
ing ar 200 rprm (W et al,, 20023

4. Fotential biomasses for the enzymatic extraction of HCAs

HCAs are widely distributed plant secondary metabolives. These
compounds occur in the free, soluble-bound and insoluble-bound
forms (Shahidi and Chandrasekara, 2010) Ferulic acid is the most
abumdant hydroxycinnamic acid and it is rarely found in the iree
form. In monocots, ferulic acid is covalently bound to cell wall

Table 2
FPherolic acid cortent of various biomasses.
Biomass Frenolic acd conient Reference
Sugar beel pulp Fefulic acid - G mElg Bericil e al [2006

Maize hran
Sieam exploded wheat Sraw
Apple gbne

Coflfes pulp

Tricicale baar

Com filre

Codn bidn

Wheat biag

De starcked maize hran
Rice bean

Sugarcant baggase

Seveel potabo | [pomer befetos)
Jojoha meal

Ferulic acid - 3132 mgfg
prloumanc acid - 302 mgig
Ferulic acid - 135 mgig
p-Coemarnic acid - 213 mgg
Calfeie acid 033 fg'e
p-Coumaric acid - 027 mefg
Fegulic scid - 024 el
Calfeic acid - 266 mg/g
p-Coumaric acid - 008 mglg
Ferulic acid - 223wl
Ferulic acid = 154 mgig
Fegulic sl - 322 gy
Feduilic seid - & =gl

Ferulic acid - 2085 mg'g
Fegulic scid - 33 mgly
Ferulic acid - 1.4 mgig
prloemanc acid - 1.5 ey
Ferulic acid = ~22 mglg
Ferulic acid - 9.1 mglg

Benoil #f al [ 2006
Bercil & al [2006
Beriail #f 51 (2006

Berail #f al (2006

Wi e al (2012

Matkew and Abrakam | 2004
MutEss gl Absabar (200
Kit 1wl (2010

Eumar et al {3013

Sekmedi e al (2004
Damdsio et al. {(3013)

Mlir el al (2006
Laszlio et al [ 2006
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Fig 4. Boselining with feruloyl esterase - schematic presentation.

polymers by either ester bonds through its carboxylic acid group
with the C5-hydroxyl of a-t-arabinosyl side chains of xylans or
via cther bonds to lignin. In dicots, ferulic acid is associated with
poctin via ester linkages to the C-2 hydroxyl group of arabinofura-
nose or the C-6 hydroxyl group of galactopyranose residues. Ferulic
acid form dimers, either dehydrodimers or cyclobutane type
dimers. Diferulates may act as cross links between polysacchandes
and lignin (Buanafina, 2009; Hatfield et al, 1999 Kroon and
Willlamson, 1999). Linkages for Arabinoxylose feruloyl is shown
in Fig. 3,

HCAs and derivatives are found in all commelinoid groups of
plants including Arecales, Commelinales, Poales, and Zingiberales,
Most of the monocot grasses have abundant hydroxycinnamate
residues cross-linked to the cell wall carbohydrates. Many cereal
brans have very high concentrations of ferulic acid and related
HCAs and are used as a starting material for enzymatic extraction
of ferulic and allied HCAs. Grasses like switchgrass, sugarcance
bagasse, wheat straw, barley straw (Qi ct al, 2011) have been
known to be used for the enzymatic release of HCAs. Among bran
substrates, maize/corn bran has the highest amount of esterified
ferulic acid content (30 mg/g), while de starched wheat bran can
have compositions ranging from 4 to 6 mg/g (Benoit et al, 2006;
Faulds et al., 2004; Topakas ot al, 2004)

De starched wheat bran is even used as a substrate o measure
the enzyme activity of FAE. Apart from wheat bran other synthetic
substrates like methyl and cthyl ferulate, methyl sinapate, methyl
p-coumarate, methyl caffcate are also used as substrates for ana-
lysing the FAE activity {(Coutecau et al, 2001). Steam exploded
wheat straw is a source of p-coumaric acid, with 2.13 mg/g and fer-
ulic acid at 1.35mg/g (Benoit et al, 2006, Wu et al. 2012).
Sugarcane bagasse also contains p-coumaric acid and ferulic acid
(Xu er al, 2005). Rice bran and triticale bran both have been used
as substrates for the enzymatic release of ferulic acid. Rice bran is
known to have ferulic acids about 0.9 mg/g, and triticale bran has
22 mglg csterified ferulic acids (Mathew and Abraham, 2004;
Wu et al, 2012), Brewers spent grain is also a valuable source as
a substrate for the enzymatic release of ferulic acids, along with
oat hulls {Crepin et al, 2004a; Yu et al,, 2004),

Caffeic acid is the most abundant HCA in fruits, and it is present
mainly in the form of soluble conjugates. Caffeic acid is commonly
found as esters of esters of organic acids such as quinic, shikimic
and tartaric acids (Manach et al., 2004). Apple marc and coffee pulp
have been shown to be a valuable source of chlorogenic aad, caf-
feic acid, p-coumaric acid. Coffee pulp has significant amounts of
chlorogenic acids, (~2.6 mg/g) while apple cider processing facili-
ties have chlorogenic acid about 0.5 mg/g (Benoit ot al, 2006;
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Takle 3
Patert applicatons and granted patents on FAEs fom 2000 ocwards.
Paters pumber  Applicast Tiche
WORMIZIZETE  Novaryeses AS K] Spereoselective efierise Iam Aperpiia o
Movo Mosdisk AS [DK]
WODSD0SE0E  Biocatalysts Lid |GH] Feraloyl esterate and woes thepeal
Lniversiny of Nomanghas [GR]
Institute of Food Research |[GBJ
EF1513136 Institut Mational de la Bechercke Agrocomiguoe |FE| Fused protein contaiming plant cell wall-destroying enzymes and use thepeo!
Inscicut Framgais du Péoeale [FR]
Lisz 0087320 Mokill Cniversity [CA) Oral polymeric membrane feruloy] esterase producing bacteria formulation
WORMEVIES1E  MoGill Universicy [CA] Bsoproductbon of lequlic acid and ues thenecl
GBI G 00 Hiote: hrology and Biological Scienoes Kesearch Coundl — Pheralic acid eiterace
[cE]
University of Newsassle [GE]
LIS2M 0256353 Biocatalysts Lid [GB] LUse of type C and D feruloy] esterases in the manufacture of biofuels
RLIZRSRI56 e Nipk Ferentek [EL| Methed of producieg enzymane agent for degradasion of Bemaelluleoe
keteropolyiaccharides of kerbal cytoderm and enzymalic agent
LISE0345E15 Hovozymes AS K] Polypeprides having Seraloyl exteraoe activity and polynucliectides eroodig same
CHIN 2284121 China Agnculsunal Universitg [CN] Compeond Teruloyl esmeease addicive fos Teed and uang eechod thenecd
LISE0GES1 3 Movarymes ne [LIS] Polypeptides having feraloyl ectersoe sctivity and polynucleotides ercoding same
LISEROGATE] Movarymes [n [LS] Polypepiades having Seraloyl exerae activity and polyneclectides ercodieg same
LISEGIT 2 Movarymes AS [DK] Polypepiides having efterate sctivity and nuckes acds ﬁ.tudl*@ the sare
CHIMES2T00  Jianske Wang [CH] Intersive processing method for stalk anicles or agricultural casiodl
CHIDZDOZS0E  Jilie Uniwerssy [CH) Fercloyl esterane, code gene and applicatien thereod
CHI02 1905EG Chergdu Irstitate of Balogy [CH] Two new compounds for enzyme & Livily astays of feruloy] esteradse, and preparalios
Chimese Academy of Sceeeces [CN| mechoads thepenl
CRIDZZ20Q099  Chergdy Instinte of Beology [CN] Feraloyl esterse A mutars ard porpaie thersal
Chimese Academy of Sceerces [CH]
CHINRZRESE Mjlang Unheersaty (O] Mbethesd far peodecing feruloyd esterase by fermentation of Aspergiies fumipares
CHI0ZEH0E] Tiasjir: Medenn Vocatonal Technolegy College [CN] Mhethod for peeparing xylo-cligoesochanide syrup and powdersd sogar by cting complex
enIyme
CHIDZGT G68 Shasdong Agricultural Universizy [CN] Feraloyl esterase POFAER liors Ploophehors cepadal ooding pene and application
CHI0ZF030E Shandong Agricultural Universiny [CN) Feraloyl esterse PLFAED lrom Phyiophthors copsicl, coding gene and applicasion thereof
CHIZME40E  Jiangran Unieersicy [CN)] Claning of Serulayl esterase gere (Fac-A) and preparation of recombdinant enryme
CHRIZPOEETD  Dhejisng Uanseraly [(N] Adpeniie pdger Atraan aed application theresd
WIG14020141  Duport Nutrition Bissclences AFS [DK| Feed additive oompersition
CHIDZE61E0  Husqiae University [CN] Mheched Tor sisnukaneoushy prepaning feralic acid, iplo-oligossccharides ard ehanol fom
spent graies
CHIG 9T Yellow River Delta Chambroad Research Insiuie of Fenzloyl esterase producison simin and method for preduoceng fenloyl esterase by using
Chersacal rdueeny Co. Lid [CN] s
shardong Jingho Holdings Ca., Ltd [CN]
CHIDZEREIER Irjiang Ueiverdany [CN] Motk fod peed ccing feruheyd esnerase by folid Termentaion
CHI02EG4FRE Huagian University [EN) Brodler chicken feed
CHIGRSYEIEE  Jiangnan University [CH) Clone and expression of Asperpiite oryzae feruloyl esterase gene [Facd)
CHINGDGIE) Yellow Biver Delia Chambeoad Besearch lesimuie of Complex enayme prepataiion aed pechnigue or prepading distolving pulp by using same
Chemical Industry Co. Lid |CN]
CHRING0T43)4 Irajiang Usiveriany [CN] Mbechoad for pecd ccing feruheyd esoerase throogh Aipergliia nigeer lenmenianon
WORI IS 133063 Novaryeses AS (K] Millarg pavdess
CHIAI204E  Morthwest A B F University |CN] Nbethodd for detecting activity of leruloy] esterase of anaerchic furgs
CHIMGTREGST Gilu Universicy of Techralogy [CN] Mbethed far peoducing S-vinyl guaiscol by lerewninng Focifus crculans
CHIO3EEES0  Jiangnan University [CH) Determiration methed of ferulic add antioxidant activicy o vitro

Tomes-Mancera et al, 2013). Classically, sugar beet pulp has been

lignocellulosic  bioethanol. Generating maximal  level of

usged for the prostuction of FAES and is also used as a substrate for
the enzymatic release of free ferulic adid. Sugar beet pulp can have
as much as & mg/g of total alkaline extractable ferulic acid {Benoi
et al., 20d4),

Other sources of HCAs includes grape skin, ryegrass, comstalks
amd Sweet potato stems. Sweel polato a tuber that is consumed in
Asian countries has considerably high amounts of ferulic acid {Min
el al, 2006) Com stalk has 20 mglg of p-coumaric acid, has pot
been exploited as much as other com wastes {Yang et al., 2009),
Com fibre obtained after saccharification of corm keme for ethanol
production is like brewers spent grain and this has also been used
as a substrate for the enzgymatic extraction of HCAs. These are less
explored substrates and must be studied better. Table 2 summa-
rizes phenolic acid content of various biomasses,

5. Pre-treatment of vegeial biomass

All of the above-mentioned sources are by-products, with very
little economic value, Many of these can be used as feedstock for

high-vahee phenolic acids through ensymatic recovery is therefore
of priority. A schematic presentation of the biorefining with feru-
loyl esterase is shown in Fig. 4. The leedstock may be used directly
or with some applied pre-treatment. Pre-treatment technologies
have been used with lignocellulosic biomass for improving the sac-
chanficateon of the feedstock used. Pre-treatment technigques apart
from de starching the biomass are hardly used to improve the
enzymatic rebease of these phenalic acds,

Faulds et al. {2006] gave a very prominent example of the same
when alkali pre-treated wheat bran was used as a substrate for
the enzymatic refease of ferulic and related phenolic acids. Other
methods of pre-treatments that have been used for improving the
enzymatic accessibility of FAEs include steam explosion. Steam
explosion imvolves sudden decompression of hot steam and bio-
mass, and may produce smaller oligosaccharides that are easily
accessible o the enzymatic machinery. This phenomenon, there-
fore, helps in the release of bound phenolic acids (Wu et al., 2002 )

Reports have been published on the expression of fungal FAES in
plant systems, =0 as to decrease the phenolic acid esterification in
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Tahle 4
Enzymiatic extraction of KOAs from plant matenal
Biamass Enryme Phiralic acid Elfiienoy Relerenoe
(%)
Sugar beel pulp A niger crude XTI Ferulic acid n Bongin ef al (2003
Autoclaved maize bran A niger crude extract Ferulic acid 55 Bonrin et al [2002)
Whiat Bran P funicafosum FAE B+ Trichoderma viride xylasace Ferulic acd a8 Kree o7 all (20000
Wheat bran Todarowmyres stipitsius FAE © Ferulic acd 15 Garcia-Conesa ef al.
[ S0 |
B Tadareenypots stipinatus FAE C v Trickoderme virde xylarase Ferulic acid Gavia-Conesa et al
(R |
Sugar beel pilp Tadareempoes seipinasus FAE C Ferulic acid S8 Gacia-Conesa ¢f al
[ 0 |
Sugar beet pulp Todarowyres stipitaius FAE © + A niger endo-arabinarace and @a-arabico-  Ferulic acd 20 Gartia-Conesa ef al.
Tuganesidase (300 )
De starcked wheat bran Sporstriciom thermoplile FAE Ferulic acd onr Topakas & al [20048)
De sarcked wheat bran Sporedrichsm rhermophile FAE + xylanage Ferulis acid 33 Topakas 7 al, [2004)
Wheat bran Humicods insolens comeeraal ennyme Ferulic acid x] Faulds et al. { 2005

Brewer's speri grain

Oat kulls

Com bran

Carns baan

Calles pulp

Apple mare

Stears-explided wheat
shraw

Auboclaved maize bran

Auporhved maine Bran

Sugar best pulp

Sugar beep pelp

Sugar beet pulp

Maire bran

Maize bran

WAL Bran

Wheat bran

Bnower's spens grais

Callee pulp

Wheat Slraw

Erewer's speri grain

wWheat amahinoaylan
Sughr cife hagatie
Wheat bran

De starcked wheat bran
Caller pelp

Humicods insodens commeraal ennyme

Food grade A niger feraloyl esterase and Frichoderss xylanase
Fugarium profiferatum FAE B + xylanase
WHRERONT ipinddd crude enzye

A niger FAL B

A niger FAE B

A niper FAE B

A niger FAE A

A niper FAE B

A niger FAE A

A niger FAE B

Streplomypces fendoe crude extract
Meocalimastie sp. crode enmyme
Angeromyes sp crude extract

Mo alimasrie 0p, cfude eRTVTe
AngTOmIVes Sp orude exorac

Fugarium oxysporam FAE ©

Ehizopus puiie + commercial pectinase
Xyleris pofymaorpha ghycedide Bydnalate
Loctedaciihe ecldephii FAE

A chrvatis FAE
A cliveiet FAE

Thermodgfida finica erude exiract
A mami FAE # xylanase

Comeroal pecinade + crude exirais Inorm B pusilius, & fomadril and

Trometes sp

55 diferclic ackd &1
S04 diferclic o
acil

25 diferclic ackd &8
pUourmans sid BR
Ferulic acid M
55 diferclic ackd ri
&-D-%" difenalic i}
acid

£5' diferubie acid 1]

pooumanic acid 40
Ferulic acid 50
pUourman s af
Ferulic acid EF
Ferulic acid 104
Calleic acid 100
p-Coumanic acid n
Callei: acid 83
p-Coumanic acid £
BCourmsar aid 6
Ferulic acid 5H
Ferulic acid 40
Ferulic acid &
Ferulic acid o
Ferulc acd &
Ferulic acd 10
Ferulic acid

H
Pl i L
Ferulic acd
P-Ooumsan aid 1
Ferul acd £
peCoumanc acid 1
Ferulic acid 16
pCoumaric acid 1
Ferul acd 40
Chlorogenic acid 5
Callleic acid 1.2
Feruls acd 23
Ferulic acd 145
pCoumsars acwd mi
Ferulic acd 21
prLoumaric acid FL

Sirapic acid 28
Calleic acid a7
Ferulic acd 200
pCoumar wid ]
Ferulic acd a7
p-Coumanc ackd 7
Ferulic acd 15
Ferulic acid 35
Chlofegenic add 683
Calleic acid iRz

Faulds et al. { 2005)

Yo et al, [ 2004

Skin ard Chen | 2006
Skin e al, [ 2006,
Benoit ef &l | 2006

Beroit er al, { 2006

Beroit et al

{ 00}
1 al, {2006}
Benoit et al. { 2006)
Benois e al, A6
Ferveira et all 2007}
Yang et al {B004G)

Yang et al (B0
Yarg of L (200F)
Yang et al (D00
Mo 7 al. (200
Torres-Mancera et al.

(A1)

Sghi el al [2002)

Srwaigier o al (2010)

Darnhsio e al [2013)
Dasnddie ef al (2013

Huarg ¢ al. [2003)
Cong et al. {3013)
Tornes-Manceda of al
(A01E)

the plant cell walls allowing its easy sacchanfication, Spealically
forage grasses like tall fescue have been used for such studies, A
study by Buanalina et al, { 2008] targeted the A niger type A FAE
{AnFaeA) under the CaMV 35 promoter, along with actin and other
comstitutive promoters and targeted the engyme o the vacusle in

the plant. Interestingly, the awtodigests of the plants released phe-
nol acids with p-coumaric acid in excess over lferulic acil, even
though a type A FAE was used [Buanafing et al., 2008) Similar
results had been found with Italian ryegrass expressing AnFasA
[ Basamalina et al,, 20061
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6. Application of FAES for the release of HCAs

There is considerable interest in the academic and industrial
sects in the search for new sources of FAEs and applications, there-
Tore, The interest is evident through the number of patent applica-
tions and patents granted in the last 15 years (Table IL Most of
these patents are related to FAES from microbial sources, the
polypeptide sequence of the same, polynudeotides encoding the
polypeptides, nucleic acid constructs, vectors, and host cells com-
prising the pobmnucleatides as well as metheds of producing and
using the polypeptides. Patented applications include the produc-
tion of Ferulic acid and odher HCAS, s use as an additive in foo
and feed. The use of FAE as an accessory enzyme in the hydrolysis
of lignocellulosic materials for the production of sligosaccharides
and biofuels has been patented as well. Among the companies that
have patented on FAES include Movorymes AS and its subsidiary
Movorymes Inc. On the academic side, researchers from several
universities and research imstitutes in UK, Canada, China and
France have filed patent applications on FAEs,

Enzymatic release of HCAs (Table 4) and its efficiency are
directly related to the type of substrate that is employed and to
an extent the type of enzyme that has been used to carry out the
process. Pre-treatment of the substrate also influences the effi-
ciency of the process, along with the parameters that are used
Tor the release of the HCAs, like temperature, time, agitation, pres-
ence of absence of co-solvents like TWEEN amd DMS0. Ferulic acid
is the primary HCA that is targeted by the enzymatic treatment.

Sugar beet pulp, a waste product ebtained after extracting water
soluble sugars from sugar bee has been historically used a8 5 med-
ium for the growth of microbes possessing FAE and its induction
Sugar beet pulp/pectin contains about G=% mg/g ferulic acicl
Bonmin et al {2002 ) carried out enzymatic treatment of sugar beet
pulp using A. riger crude extracellular fraction grown on sugar beet
pulp and maltose, The treatment yielded 70% efficiency on sugar
beet pulp. The reaction was carmied out at 1% solid loading {solid to
liguiicl wrfval] and 1% enzyme boading {wiwt ], and was carried out
for 24 h at 40 °C. This crude enzyme preparation was also tested
on maize bran and awtoclaved fraction of maize bran. Maize bran
as such was recalcitrant to the enzyme, however, after autoclave
pre-treatment, 95.5% of bound ferulic aad was released from the
reaction mixture. FAE type B that is more active on p-coumaric
amd calleic acid compared to lerulic and sinapic acid are expressed
when fungi are grown on sugar beet pulp, however, the high activity
towearels release of ferulic acid in the above work may be sributed
to other non-specific esterases (Crepin et al, 2004b )

Kroon et al {2000) wene able (o release 98% (3.3 me/g) of total
releasable ferulic add from wheat bran using Peniciflium funiculo-
sum FAE, at 1 U/g enzyme loading and 200 Uf'g xylanase loading,
when the reaction was carried out for 24 h. Newrospora crassoe
FAE of type [ was first reported by Crepin er al {2004a), the
authors followed similanty approach where the genome sequence
was scanned for putative FAE sequences, followed by which the
gene was cloned and expressed in Pichio pastors, Talargmyoes
stipitaius a type C FAE {TsFae(C) machinery was evaluated for the
efficiency of the release of ferulic acid from wheat bran and sugar
beet pulp. TsFaeC alone was ahle to release only 1.5% and 5.8% from
wheat bran and sugar beet pulp respectively, with the reaction
being carried out at 37 “C, with abowt 3.3 Ufg {substrate) and a
solid substrate loading of 3% wifvol of enzyme for 24 h, When
exogenous xylanases were added, 66% efficiency was achieved
for wheat bran extraction of ferulic acid {Garcia-Conesa et al.,
20041

sSperotrichum thermophile FAE was used to release ferulic acid
Tfrom de-starched wheat bran, and the maximal release was
ohserved in 33% of total alkali releasable ferulic acid, this was

possible, with 0.4Ufg enzyme loading with 500 Ulg sylanase
within 1 h of reaction time {Topakas et al., 2004

Fauldds er al, (2004) conducted studies on HCAS release using
commercial enzymes derived from Humicolo insolens, Ultrafle L
With a solid loading of 1%, and 1 unit FAE equivalent of Ulrallo
L 24 h reaction with shaking (100rpm) at 50°C yielded 50%
efficiency for p-cournaric acid from brewers spent grain, however,
ferulic acid recovery was only about 17% for both wheat bran and
Brewers spent grain, The vast difference i alkali extractable fenilic
acid/HCAs and enzymatically released is due to the different types
o feruloyl madeties that are present in substrates, Alkaline hydrol-
ysis will release the HCAs irrespective of the type of the bonds;
however, engymatic reactions are very specific to the types off bond
and the accessibility of the macromolecular enzyme to the sub-
strate matricc Earlier study gave the understanding that Ultraflo L
was able to release all three ferulate dimers and 653 of total relea-
sable ferulic acid within 3 h, while the reaction was carried out at
37 “C with 30 U{g enzyme loading (Faulds et al,, 2002),

et al. (2004 used oat hulls as a substrate for the enzymatic
release of p-coumaric acid, however, Aspergillus FAE of a commer-
dal, feed grade was used and was unable to release sufficient
amounts of p-coumnaric acid, however, maximal release of ferulic
acid at S0 was abserved when the FAE was coupled with xyla-
nase. Fusarium proliferatum MERL 26517 was used to produce a
type B FAE (FpFaeB), the crude enzyme when supplemented with
xylanase at 345 Ufml, along with 100U ml of endogenous xyla-
nase, released 32% of ferulic acid from corn bran. The enzyme
loading was 5 /g of FpFael and solid loading of 2%, The reaction
was carried out at 45 °C for 24 h with shaking at 200 rpm (Shin
and Chen, 2006) The same group isolated a fungus Nessartorna
spimosa, the extracellular engyme component from the organism
could lead to complete recovery of alkali releasable ferulic acid
from com bran, when the solid loading was 2% amd the enzyme
loading was 10 Ufg FAE and 2% Ujg xylanase activity, with the reac-
tion held ar 45°C for 24 b The enzyme not only released the toral
Terulic acid, but also 97.3% of reducing sugars were released (Shin
et al, 2006)

Benoit e al. ( 2006] used type A [AnFaeA] and type B (AnFaeB) A
niger FAE and studied the release of HCAs from coffee pulp, apple
marc, corn bran and sugar beet pulp, AnFaeB performed better com-
pared to AnFaeA. AnFaeB could release 100% of caffeic acid, 73% of
p-coumnaric acid {008 mgfg released) from cofffee pulp and 40% of
ferulic acid 83% caffeic acid and 34% p-coumaric acid from apple
marc. A significant release of 582 ferulic acid from steam exploded
wheat straw was ohserved while only 16% of p-coumaric acid was
released 40 of ferulic acid from maize bran was released (AnFaeA
gave maximal activity] and 25% of p-coumaric acid from the same
subsirate. Sugar beet pulp was almost recaloiteant, with only 8% of
the total releasable ferulic acid being released by AnFaeB.

Hegele et al. {2006 did a soudy using A. niger CFR 1105, where
instead of the released phenolic acid. the content of bound pheno-
lic acids was characterised. De starched wheat bran and rice bran
was sl a8 substrate for fermentation by the 4th day; 86% of fer-
ulic acid from wheat bran and 78% of ferulic acid from rice bran
was reduced, The study was focused on the degradation ol cereal
brans; hence the fate of the released HCAs was unknown.

Ferreira et al. [2007] published a study with Streptompyces tendoe
being able to release maximum of 102 of total releasable ferulic
acid from sugar beet pulp using a 3 days old culture supematant
from the orgamism grown on sugar beet pulp. Neocalimastic sp.
and Angeramyces sp, FAE crude preparation were testesd for release
of ferulic acid from Chinese wild ryegrass, wheat bran, maize bran,
cornstalk, wheat straw, however, the enzyme mixtures of
Neocolimostic and Angeromyoes were able to release significant
amounts of about 695 and 53% p-coumaric acid respectively rom
maize bran While the enly significant amount of release that was
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abserved was that of 6% ferulic acid from wheat bran using the
Neocalimastix enzyme mixture {Yang et al, 2009).

While studying Fuserinn oxysporum FAE type C (FoFaeC) it was
found that with 0.32 Ufg of FoFaeC and 400 Ufg xylanase, and solid
loading of 7.5%, the reaction gave 40% of ofal releasable ferulic
acid froam brewer's spent grain within 3 h, when the reaction was
carried out ar 50 “C with 15,000 rpm {Xiros e al., 2009],

Work locussing on coffee pulp was neglected after 2006 as far
a8 enzEymatic extraction was concerned Ll Torres-Mancera ¢ al
12011), published work on the release of HCAs from coffee pulp,
using enzymes produced by Riizopus pusdius using two different
inducers {coffee pulp and olive oil] and using commercial pecti-
nases, The work resulted in the release of a maximum of 54% of
total releasable chlorogenic ackd from the coffee pulp, amounting
to 1.29mg/fg of chlorogenic acid yield. Maximal caffeic acid was
released using the same combination, as 7.2% of releasable calleic
acid, comesponding to .04 mglg and 25% of ferulic acid corre-
sponding to 0,02 mgfg (Torres-Mancera et al,, 2001),

Xylariz polymorpha expressed an enzyme with rhamnosidase
activity coupled with FAE activity and the enzyme could release
14.5% of ferulic acid and 1001% of p-coumaric acid from native
wheat straw within 2 h, incubated ar 37% with a solid loading of
1% and enzyme at 0.05 pM [(Nghi et al., 2012}

Earlier FAE from Loctobacillus acidophilus K1 was used in the
pure Torm to release HCAs from brewers spent grain, which
resulted in the release of ferulic, p-coumaric, caffesc acid in the
range of 2-G% of the total alkali releasable amounts [Sowajgier
et al., 2010)

Recent studies on Aspergillus clovatus FAE indicated that the
enzyme was capable of releasing BS5% of p-coumaric acid
{~2.3 mg/g) from wheat arabinoxylan within 15 h at 30°C, while
it could release twice the amount of ferulic acid from wheat
arabinoxylan (4 mg/g] compared to mild alkali treated wilveat ara-
hinoxylan. The enzymatic extract was not as active on sugar cane
bagasse, releasing on 0.5 mg/g of each ferulic ackd and p-coumaric
acid, accounting for 37% and 7% efficiency respectively {Damasio
et al., 2013}

Huang et al. (2013 ] were able to release 15% of total releasable
ferulic acid from wheat bran using Thermobifide fusca a ther-
I'l'quﬂI'lli'L‘ actinomyeete  from  the  fermentation  medium,
Aspergillus usamii FAE was studied for the release of ferulic acid
from de starched wheat bran and the study resulted in the release
of 35% maximal release, in the presence of 56 U of the recombinant
FAE andd about 300 units of recombinant xylanase from the same
organism after 10 h of incubation at 40 <C {Cong et al, 20171).

A study on the growth of kop mould Rhizegpus onezae on the nce
bran shoawed that the content of ferulic acid in the bran when
unfermented was about 33 mglg while alter lfermentation for
120 h {in salid-state], the bran content of ferulic acd was increased
1o 765 mg/g, indicating an enrichment of ferulic acid, due to degra-
dation of the rest of the components in rice bran [ Schmidt et al,
2014).

The most recent study on extraction of chlorogemic acid and cal-
feic acid from the coffee pulp gave maximal efficiency of G8%
release of chloregenic acid (1.6 mg'g) and 38% efficiency lor callei
acid (0.715 mgfg) using a combination of four enzymes from the
following sources, commercial pectinase, B pusiflus, A, temari
and Tramwetes sp. at 4 Ufg enzyme loading and 102 solid loading
{Torres-Mancera et al., 2013},

7. Recovery of HCAs
There is less information about large-scale purification of HCAs.

However, there are reports of the use of methods like solvent
extraction amnd the use of different kinds of resins and even

powdered activated charcoal, Sobrent extraction process requires
the use of ethyl acetate for extraction of the dissolved ferulic acid.
The technigue involves extracting the solution containing HCAS o
be extracted twice or more with equal volumes of ethyl acetate.
The ethyl acerate fractions are pooled together and concentrated
using reduced vacuum. When there are other water soluble impu-
rities are co-purified with ferulic acid, the ethyl acetave is washed
with cold water ([ Gioia et al., 20059,

Other methods lor extraction invalve the use of aguemis etha-
nol. Buranov and Mazza (2009) used 30% ethanol for the recovery
e ferulic acid The method suggested diluting the hydrolysae
three-fold with 95% ethanol, followed by precipitation of sugars
amd other impurities using ahsolute anhydrous ethanol. The mix-
ture is then centrifuged, and the 30 aqueous ethanol is then evap-
orated to obtain ferulic acid.

Methods that utilize resing for adsorption of HCAs have been
reported. Maost studies are involved with the use of resins ather
than won exchanges, The use of Sty rene-divinylbenzene copolymer
utilized hydrophobic interactions through the phenol ring of the
hydroxycinnamic ackd modety while PYPP resins bind HCAs by
hydrogen bonds., Couteaun and Mathaly (1997 studied the effi-
ciency of various resins for purification of ferulic acid XAD-16
and XAD-1180 displayed high binding capabilities compared to
KAD-2 and XAD-4. PVPP was found to be more specific to ferulic
acid adsorption than XAD-2, XAD-4, PVPF was found to have lower
equilibrium times for HCAS compared 1o XAD resing, PVPFP had a
lower equilibrium time for caffeic acid compared to bulkier com-
pounds like ferulic acicl. All the resins performed better at acidic
pH. due to the protonation of the carboxylic acid. PYPP has lower
absorption capacity compared to XAD-16 resin; however, higher
selectivity 15 displayed by PYPP amd hence greater purity in case
of FWPP. The last method includes the use of activated charcoal
Tor the adsorption of ferulic ackds, Steam activated and chemically
activated powdered and granular carbon was tested for the adsorp-
thon of ferulic acid. Chemically activated powdered carbon seems
to be the best in adsorption capacity, however, the equilibration
time for it is higher than PVYPP. While activated charcoal adsorbs
S50% more ferulic acid compared to PVPP, it also adsorbs
non-specific compounds. Therefore, activated charcoal adsorbed
with the HCAs is washed with hot water (80 °C) and with dilute
acetic acid to remove other impurities. The final elution is carried
out in 0.5 M NaOH (0w et al., 2007, further purification if required
used macroporous anion exchangers. The highest grade of purity
Tor ferulic acid, however, may be attamed through technigques like
HPLL. For applications involving biotransformation of ferulic acid,
it is better 1o purily the final product, instead of punfying feralic
acid first, followed by refining the product.

Tilay et al {2008] purified ferulic acrd from an alkaline hydroly-
zate of maize bran by column chromatography followed by
high-performance thin-layer chromatography {HFTLC). The alka-
line hydrolyzate was extracted three times with ethyl acetate
amd the organic fraction was evaporated under reduced pressure,
The concentrated extract was loaded onto chromatographic col-
umn filled with Amberlite XAD-16 amd eluted with ethanolic
amranivis hyvdrosade (0,1%) Fractions with higher content of ler-
ulic acid were and subjected to thin layer chromatography on silica
plates. HPFTLC was carried out uwsing a mobile phase of
benzene/dioxaneacetic acid [85:15:1) Column chromatography
yiekled a 50.89% pure ferulic ackd with 57.97% recovery, after
HFTLC purity of the ferulic acid increased up to 95.35%.

Liv et al, (2006] developed a method for the purification of fer-
ulic acid from extracts of Radix Angelicoe sinensis using preparative
high-speed  counter-current  chromatography (HSCCOCL  They
ohtained ferulic acid with over 98% purity employing a solvent sys-
e consisted of n-hexane-ethyl  acetate-methanol-water
[3:7:5:5, v v
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8. Future perspective

New reports of feruloyl esterase producing microorganisms are
being published and research towards the same continues,
However, studies related to performance of feruloyl esterase along
with enzymes other than xylanase for lignocellubosic hydrolysis
remain yet to be explored. The correct combination of pretreat-
ment strategies, along with optimized enzyme cocktail along with
proper process flow designs would serve the goal of sustainable
energy. With efficient and exhaustive research focused towards,
sustainable energy, work on feruloyl esterase will play a small
but significant part in the equation, which is yet to be unravelled.
With developments in molecular cloning and genetic manipula-
tions, performance of the enzyme can be tuned o fit the role that
it is required to play. There is a gap in research regarding the
improvement in enzyme activity using tools like site directed
mutagenesis and directed evolution which may be addressed by
upcoming researchers. HCAs like ferulic acid could be one of the
pivotal value added platform chemicals which can be generated
in association with lignocellulosic biofuel industry, Even though
FAES has been a subject of research for as bong as three decades,
excavating further, understanding the biochemistry and exploring
the diversity of this group of enzymes will certainly open up new
avenues for applications of this enzyme.

9. Conclusion

The above studies highlight the use of FAEs as versatile enzymes
able to act on different plant-based materials and valorise these
otherwise problematic by-products, The enzymatic treatments
may also contribute to lowering the cost of fuel ethanol, along with
a host of other valorisation options, thus providing to the
bio-refining of these agro by-products, Even though many
by-products as showed here have been exploited for the release
of HCAs, there are a ot of underutilized by-products like brewers

spent grain, sugarcane bagasse, rice bran, jojoba meal, etc. that
have significant potential which need to be exploited.
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