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Introduccion. La clorogenato hidrolasa cataliza la
hidrélisis del &cido clorogénico. Esta enzima se puede
utilizar para la extraccion de acido cafeico a partir de
subproductos agroindustriales (1), asi como para la
sintesis de derivados bioactivos del 4cido cafeico (2).
Estos compuestos tienen importantes actividades
biolégicas y diferentes aplicaciones potenciales.

El objetivo de este trabajo fue caracterizar
cinéticamente una clorogenato hidrolasa producida por
Aspergillus niger CR1 en Fermentacién en Estado
Sdlido (FES) y autoimovilizada en el soporte.

Metodologia. La FES se llevé a cabo en matraces
Erlenmeyer utilizando perlita como soporte y un medio
con acido clorogénico como fuente de carbono e
inductor. El medio de cultivo se inoculé con 1 x 108
esporas/mL, se mezclé con el soporte sélido y se
incub6 durante 48 h a 30 °C. El soporte fermentado se
lavé 3 veces con agua destilada, se colocé en
columnas de vidrio y se hizo pasar una corriente de aire
seco (100 mL/min) hasta alcanzar una humedad menor
al 10%. Los so6lidos secos se utilizaron para catalizar la
hidrélisis del acido clorogénico en un reactor de doble
pared. Se estudid el efecto de la concentracién del
sustrato en el rango de 0.31 a 40 mM. La reaccion se
llevé a cabo a pH 6.5y 37 °C durante 2 h, se tomaron
muestras a intervalos regulares, la reaccién se detuvo
con metanol y se midié la concentracion de &acido
cafeico por HPLC (3). Se estimd la velocidad inicial de
reaccion por regresion lineal y se calcularon los
parametros cinéticos por un método de linearizacion.

Resultados. En la Figura 1 se observa que la
velocidad de reaccion aumenta a partir de la
concentracion inicial (0.31 mM) hasta la concentracion
5 mM, mientras que de la concentracién 10 a 40 mM la
velocidad de reaccién disminuye. Este comportamiento
corresponde a la inhibicion por sustrato. Se
determinaron los parametros cinéticos del modelo de
Michaelis-Menten con inhibicién por sustrato (Km, Vmax
y Ki) por el método de Lineweaver-Burk (Figura 2).
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Fig. 1. Efecto de la concentracion de sustrato sobre la velocidad de
reaccion
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Fig. 2. Linealizacion de los datos cinéticos en la zona sin inhibicion
(a) y con inhibicién (b).

El valor estimado de Km (0.50 mM) es cercano para
otras clorogenato hidrolasas de Aspergillus. Adachi et
al.,, (4) reportaron una Km de 0.72 mM para una
clorogenato hidrolasa autoinmovilizada de A. sojae. Sin
embargo, la inhibicién por sustrato no se ha reportado

para las clorogenato hidrolasas caracterizadas
previamente.
Conclusiones. La clorogenato hidrolasa

autoinmovilizada de A. niger CR1 presenta parametros
cinéticos similares a otras clorogenato hidrolasas de
Aspergillus, pero muestra inhibicion por sustrato.
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