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Resumen

La elevada generacion de residuos que contienen compuestos anti-fisiolégicos durante el beneficio del café, requiere
opciones para su adecuado tratamiento. Una alternativa biotecnoldgica interesante es aprovechar los acidos fendlicos
contenidos en la cascarilla y pulpa de café. En ambos residuos los dcidos fendlicos se encuentran esterificados,
mayoritariamente en forma de dcidos clorogénicos, de los cuales puede liberarse dcido cafeico por hidrdlisis enzimdtica.
En este trabajo se produjo por fermentacién en medio sélido, cultivando Aspergillus ochraceus sobre residuos de café, un
extracto con actividad clorogenato esterasa. La mayor actividad (500 mU g_1 de materia seca) se obtuvo después de 96
h de cultivo, empleando un medio sélido formulado con cascarilla de café y glucosa. La actividad clorogenato esterasa
alcanz6 su maximo a 50° C y pH 7, mostrando una vida media a 40° C superior a 8 h. El extracto enzimdtico concentrado
liberé mds del 90 % del 4cido cafeico esterificado, contenido en la pulpa de café, en menos de 20 min a 40° C y pH 7.
La estrategia utilizada en este trabajo, permite valorizar tanto la cascarilla como la pulpa del café, al aprovecharlos para la
obtencién de enzimas y antioxidantes como el dcido cafeico respectivamente.

Palabras clave: Aspergillus ochraceus, clorogenato esterasa, dcido cafeico, dcido clorogénico, cascarilla y pulpa de café.

Abstract

The generation of high amounts of wastes containing anti-physiological compounds during coffee production, requires
options for its appropriate treatment. An interesting biotechnological alternative is to take advantage of the phenolic acids
contained in coffee pulp and husk. In both wastes, phenolic acids are esterified mostly in the form of chlorogenic acids,

of which caffeic acid can be released by enzymatic hydrolysis. In this work, an extract with chlorogenate esterase activity
was produced by solid state fermentation after growing Aspergillus ochraceus on coffee wastes. Highest activity (500
g_1 mU of dry matter) was found after 96 h of culture, using a solid medium formulated with glucose and coftee husks.
Chlorogenate esterase activity reached its maximum at 50° C and pH 7, showing a half-life of more than 8 hrs at 40°C. The
concentrated enzyme extract released more than 90% of the esterified caffeic acid contained in coffee pulp, in less than 20
min at 40° C and pH 7. The strategy employed in this work allows adding value to coffee wastes, because it is possible to
obtain enzymes and antioxidants such as caffeic acid, using coffee husk and pulp respectively.

Keywords: Aspergillus ochraceus, chlorogenate esterase, caffeic acid, chlorogenic acid, coftfee husk and pulp.

1 Introduccion

El cultivo de café (Coffea sp.) es un cultivo anuales. La disposicion de estos residuos constituye
econdémicamente importante a nivel mundial. Tan solo un problema ambiental por su alto contenido de
en el 2014 se produjeron 8.5 millones de toneladas del compuestos anti-fisiolégicos (Murthy y col., 2012).
grano (ICO, 2015). Los principales subproductos del Sin embargo, en estos residuos la concentracién de
beneficio del café son la cascarilla y la pulpa; se estima 4cidos fendlicos contenidos como dcidos clorogénicos
que se generan mds de tres millones de toneladas es interesante (de 2.3 a 26 g/kg) (Murthy y col.,
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2012; Rodriguez-Duréan y col., 2014) y estos ultimos
pueden ser hidrolizados en dcido cafeico (AC) por via
enzimatica (Ramirez-Martinez, 1988). Cabe destacar
que en los dltimos afios la comunidad cientifica se
ha interesado en obtener AC y sus derivados por
via enzimdtica, debido a que presentan una fuerte
actividad antioxidante y muchos otros beneficios para
la salud (Bailly y col., 2005; Martinez-Aramburu y
col., 2015; Sato y col., 2011; Zhao y col., 2008). Por
lo anterior, es de especial interés encontrar enzimas
que permitan obtener o transformar al AC de manera
amigable con el medio ambiente.

Las feruloil esterasas (FEs; EC 3.1.1.73) y
clorogenato esterasas (CEs; EC 3.1.1.42) son carboxil
éster hidrolasas capaces de liberar 4cidos fendlicos.
El grupo de las FEs cataliza la hidrélisis del
enlace éster entre polisacdridos de la pared celular
de las plantas y &cidos fendlicos (Pandey y col.,
2000b). Las FEs se clasifican en cuatro tipos
(A-D), en base a su secuencia primaria y a su
capacidad de hidrolizar cuatro metil ésteres de acidos
hidroxicindmicos (Crepin y col., 2004). Las FEs tipo
A muestran una mayor especificidad por los ésteres de
acidos hidroxicindmicos metoxilados (metil ferulato y
sinapato), mientras que las tipo B por los ésteres de
dcidos hidroxicindmicos hidroxilados (metil cafeato y
p-cumarato). Las tipo C y D son inespecificas ya que
hidrolizan los cuatro sustratos de manera indistinta.
Por otra parte, las CEs hidrolizan de manera maés
especifica el enlace éster del 4cido clorogénico y a
diferencia de las FEs, existen muy pocos trabajos
sobre su produccién y caracterizaciéon (Barbe y col.,
1998; Okamura y col., 1982; Schobel y col., 1980).
Cabe sefialar que ambos tipos de hidrolasas pueden
llegar a hidrolizar el acido clorogénico, tal es el caso
de la FE tipo A de Anaeromyces mucronatus, la tipo B
de Aspergillus niger y Aspergillus oryzae, asi como la
tipo C de Aspergillus oryzae y Talaromyces stipitatus
(Koseki y col., 2009; Levasseur y col., 2004; Qi y
col., 2011; Vafiadi y col., 2006). M4s recientemente
(Nieter y col., 2015) reportaron que la CE de Ustilago
maydis es hasta el momento la tinica enzima capaz de
hidrolizar de manera preferencial el 4cido clorogénico
sobre el metil ferulato, sinapato, cafeato y p-cumarato.

Los hongos filamentosos, en particular los del
género Aspergillus, son los principales productores
de FEs y CEs. Tanto las FEs como las CEs han
sido producidas por fermentacién sumergida como
por Fermentacion en Medio Soélido (FMS), esta
ultima ha resultado en general mds adecuada ya
que simula las condiciones naturales de crecimiento
de esta clase de microorganismos y ofrece una

mayor productividad volumétrica, menor represion
catabdlica e incluso mayor estabilidad en algunas
preparaciones enzimdticas (Diaz-Godinez y col., 2001;
Favela-Torres y col., 1998; Jain, 1995; Minjares-
Carranco y col., 1997). Ademds, cabe resaltar que
los costos de produccion de la FMS se pueden reducir
si se emplean residuos agroindustriales como soporte-
sustrato (Pandey y col., 2000a). La pulpa de café se
ha empleado como sustrato inductor de la FE de A.
niger, A. tamarii, R. pusillus, Tremetes sp (Camacho-
Ruiz y col., 2016; Pérez-Morales y col., 2011) y
de la CE de A. sojae (Adachi y col., 2008) y de
A. ochraceus en nuestro laboratorio (Ramirez y col.,
2008). Por otra parte, la obtencién de AC a partir de
la pulpa de café se ha logrado por biotransformacion,
empleando A. niger (Torres-Mancera y col., 2011)
y por hidrélisis enzimdtica, empleando cocteles de
pectinasas comerciales que contienen actividad FE o
CE residual. Recientemente se han reportado estudios
en los que se utiliza de forma individual la FE tipo
B o la CE de A. niger recombinantes después de
purificacién (Asther y col., 2005; Benoit y col., 2006;
Torres-Mancera y col., 2013). Hasta el momento
la obtencién enzimética de AC de residuos del café
implica procesos multietapa, pectinasas comerciales
cuya actividad reportada no es FE o CE y el uso
de enzimas puras recombinantes. En este trabajo
se obtuvo un extracto concentrado con actividad CE
a partir del cultivo en FMS de A. ochraceus sobre
cascarilla de café, que nos permitié liberar més del
90 % del AC contenido en la pulpa de café. El
desarrollo de procesos biotecnoldgicos simples para la
obtencién de antioxidantes como el AC, sugiere que en
el mediano plazo serd posible aprovechar de manera
mds integral los residuos generados en la industria del
café.

2 Metodologia

2.1 Conservacion de la cepa y preparacion
del inoculo

La cepa de Aspergillus ochraceus (Nimero de acceso
NCBI: EU805804) se almacend en tubos inclinados de
agar papa dextrosa (PDA) a 4° C. El in6culo se prepar6
cultivando el hongo en matraces Erlenmeyer de 250
mL con 50 mL de PDA a 30° C por una semana. Las
esporas se recolectaron con 50 mL de una solucién al
0.01 % (p/v) de Tween 80.
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2.2 Tratamiento de la materia prima

La pulpa y cascarilla de café fueron provistas por
la empresa DIVERSIFICADOS ARGOVIA S.A. de
C.V,, localizada en el municipio de Tapachula,
Chiapas, México. La materia prima se colectd de
la despulpadora, se sec al sol durante dos dias y se
conservé a temperatura ambiente.

2.3 Caracterizacion quimica de la pulpa y
cascarilla de café

El contenido de humedad, lipidos, proteina cruda y
cenizas se determinaron de acuerdo a los métodos
correspondientes de la AOAC (AOAC, 1980, 1984).
El nitrégeno no proteico se extrajo de 0.5 g de muestra
con NaOH 4 mM durante 2 h. La fraccién proteica
se precipité con dcido tricloroacético 1.6 N y el
sobrenadante se recuperd centrifugando a 3000 X g
(Becker y col., 1940). El contenido de carbohidratos
totales se estimé por diferencia. Los minerales Ca,
Na y K se determinaron por fotometria de emisién de
llama (Perkin Elmer Optima 3200 RL), mientras que
el Fe, Mg, Mn, Cu y Zn por absorcion atémica (Perkin
Elmer Analyst 200) de acuerdo a la AFNOR (AFNOR,
1984, 1996). Tras una digestién 4cida, el fosfato
se cuantific6 espectrofotométricamente (Perkin Elmer
Lambda 2) (AFNOR, 1997). Los 4cidos clorogénico y
cafeico se extrajeron de acuerdo al método de (Mattila
y col., 2002) y se cuantificaron por HPLC.

2.4 Cultivo por Fermentacion en Medio
Solido (FMS)

El medio de impregnacién de la FMS contenia 4, 5,
1y5 gL de urea, K;HPO4, MgSOy y glucosa,
respectivamente. El bagazo de cafia, empleado como
soporte, se tamizé (0.8 a 1.7 mm), lavé con abundante
agua destilada y sec6 a 80° C por 2 dias. El soporte se
mezcl6 con los sustratos-inductores (pulpa o cascarilla
de café) en una relacién 50/50 (p/p). La mezcla de
s6lidos se impregnd con el medio 1.5 X, con y sin
glucosa, en una relacién 1/2 (p/v) y se esteriliz6 a 121°
C por 15 min. El cultivo se inoculé con 3 x107 esporas
g~ de materia seca y la humedad se ajusté a 75 %. Las
columnas de vidrio (25 X 3.0 cm) se empacaron con
40 g del medio de cultivo sélido y se incubaron en un
bafio de agua a 30° C. A cada columna se le suministr6
aire himedo a un flujo constante de 50 mL min~!. El
cultivo se realiz6 por triplicado y se monitore6 cada 24
h durante 5 dias.

WWW.rmiq.org

2.5 Obtencion del extracto enzimdtico
producido por FMS

El extracto enzimatico durante la cinética de
produccién se obtuvo pasando tres veces por cada
columna de FMS un volumen de 70 mL del tampdn
de extraccion (MOPS 2.5 mM a pH 7.2) a 4° C.
El extracto se recuperd por gravedad y se centrifugd
a 13000 x g por 10 min. EI extracto enzimético
concentrado se obtuvo al pasar de manera seriada 70
mL del tampén de extraccion a 4° C por 15 columnas
con medio sélido que fue fermentado durante 96 h. El
extracto concentrado se almacend en alicuotas de 2 mL
a -20° C para estudios posteriores.

2.6 Ensayos enzimdticos

La actividad clorogenato esterasa (CE) de los extractos
enzimdticos producidos durante la cinética de la
FMS se determin sobre 4cido clorogénico empleando
p-nitrofenolato como indicador, de acuerdo a lo
reportado por (Ramirez y col., 2008). Las mediciones
y controles se realizaron por triplicado a pH 7.2 y
30° C. La disminucién de la absorbancia a 415 nm se
monitore6 cada 5 min en un lector de microplacas de
BIORAD modelo 680 XR. Una unidad de actividad
CE se defini6 como 1 umol de 4cido cafeico liberado
por min.

2.7 Efecto de la temperatura y pH sobre
la actividad CE y evaluacion de la
estabilidad térmica

El efecto de la temperatura sobre la actividad
CE se evalu6 calculando la velocidad inicial de
hidrélisis en un rango de 20 a 70° C a pH 7.
La dependencia al pH se evalué determinando la
velocidad inicial de hidrdlisis en un rango de 4
a 10 usando diferentes soluciones amortiguadoras
(acetato pH 4.0-5.5; fosfato pH 6.0-7.0; TRIS-
HCl pH 7.5-8.5 y glicina-NaOH pH 9.0-10.0) a
50° C. La termoestabilidad se determindé a 40 y
50° C, graficando la actividad residual del extracto
enzimatico concentrado incubado durante 0, 15, 30, 60
y 120 min y calculando la constante de inactivacién
térmica (Kd) y la vida media (#12). Para estos
estudios, la actividad CE se determiné empleando el
método descrito por (Okamura y col., 1982).
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2.8 Ensayos zimogrdficos

Se realizé una electroforesis en condiciones nativas
empleando geles de poliacrilamida al 12 %. La
migracion se realizé a 100 V y 4° C. Los geles se
lavaron tres veces con agua destilada y una vez con
MOPS 2.5 mM a pH 7.2. La actividad FE y CE se
revelé incubando cada gel en una solucién con 0.01
% (p/v) de rojo de fenol y 1 % (p/v) de sustrato
(FE: metil ferulato; CE: 4cido clorogénico) a 30° C,
hasta observar las bandas amarillas caracteristicas de
la actividad enzimatica.

2.9 Hidrolisis enzimdtica de la pulpa de
café

La hidrélisis enzimatica de la pulpa de café se
realiz6 adicionando 500 uL del extracto enzimético
concentrado a una solucién al 10 % (p/v) de pulpa de
café finamente molida en tamp6n fosfatos 50 mM a
pH 7. La mezcla se incub6 a 40° C y 170 rpm. La
reaccion se monitored a los 0, 15, 25, 60 y 120 min. El
ensayo se realizo por triplicado y se analiz6 un blanco
sin enzima para cada tiempo. La concentracién de
acido clorogénico y cafeico se determiné por HPLC.

2.10 Andlisis cromatogrdfico

La concentracién de dcido clorogénico y acido cafeico
se determiné por HPLC usando un cromatégrafo
Varian modelo Prostar 230 con detector UV. Una
columna ZORBAX SB-C18 (250 x 4.6 mm, 5 micron)
marca Agilent se empled como fase estacionaria a 25°
C. Se inyect6 1 uL de la muestra filtrada por 0.45 um
y se acarred con acetonitrilo/agua (fase mévil) a un
flujo de 0.4 ml min-1 durante 20 min. El programa
de elucidn inicié con una proporciéon 20/80 (v/v) de
la fase mévil durante 9 min, seguido de un gradiente
creciente de acetonitrilo hasta 75/25 (v/v) en 3 min y
esta dltima composicién se mantuvo constante hasta el
final de la corrida. El monitoreo se realizé a 300 nm.

3 Resultados y discusion

3.1 Efecto de la composicion del medio de
cultivo solido en la produccion de la
actividad clorogenato esterasa

La produccién de la actividad clorogenato esterasa
(CE) de Aspergillus ochraceus estd fuertemente
influenciada por la composicién del medio de cultivo

solido (Fig. 1). Con la cascarilla de café se
produjo una actividad CE de 300 mU g~! de materia
seca después de 120 h de fermentacién (Fig. 1b),
mientras que con la pulpa de café no se detectd
actividad (Fig. la). [Esta diferencia se puede
deber a la distinta composicién entre la cascarilla y
la pulpa de café empleados en este estudio (Tabla
1). La cascarilla de café contiene 6 veces menos
carbohidratos que la pulpa (42.9 % peso seco),
mientras que su contenido de fibra cruda es 3
veces mayor (69.2 % peso seco). Por lo tanto, es
posible que la baja concentracién de una fuente de
carbohidratos en la cascarilla de café propicie que
el hongo produzca la bateria enzimdtica necesaria
(celulasas, xilanasas, feruloil esterasas, clorogenato
esterasas, entre otras) para degradar el material
lignoceluldsico y obtener asi energia a partir de esta
fuente de carbono. Sin embargo, algunos trabajos
han demostrado que una fuente de carbono adicional
facilmente asimilable (i.e. 0.6-1.0 % p/v de glucosa)
puede incrementar la productividad de algunas
enzimas inducibles en FMS (Aguilar y col., 2001).

500
()
400
300

200

Actividad enzimatica (mU gms'l)

0 20 40 60 80 100 120

Tiempo (h)

Fig. 1. Cinética de producciéon de la actividad
clorogenato esterasa en FMS sobre diferentes residuos
de café. a) Pulpa de café. b) Cascarilla de café. (o)
sin y (e) con adicién de glucosa 0.5% p/v. Los datos
corresponden a la media (n=3).
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Tabla 1. Composicion en nutrientes y dcidos fendlicos de la cascarilla y pulpa de café.

Composicién (% p/p)

Residuos de café

Proteina
Carbohidratos
Lipidos
Humedad
Cenizas
Fibra cruda
*#Acido clorogénico
*Acido cafeico
*Fosfato
*Na
*Ca
*Zn
*Mn
*Mg
*Cu
*Fe
*K

Cascarilla  Pulpa
4.5 153
6.8 429
0.6 1.2
6.5 6.9
12.4 9.6
69.2 23.9
56.4 806.7

128.0 112.0
175.0 1840.0
37.7 155.0
1440.0 65400
6.5 39.7
11.5 1750.0
257.0 89.9
4.6 101.0
132.0 3970.0
1480.0 201.0

*mg Kg_l base seca. Los datos reportados corresponden al promedio (n=3) con una desviacion estdndar < 5%.

Asi en este trabajo se decidi evaluar el efecto de
la adicién de 0.5 % de glucosa al medio de FMS
formulado tanto con pulpa como cascarilla de café,
sobre la produccién de la actividad CE (Fig. 1). Bajo
estas condiciones se logré producir 150 mU g~! de
materia seca de actividad CE después de 120 h de
fermentacion sobre pulpa de café (Fig. la). De la
misma manera, la adicién de glucosa al medio sélido
formulado con cascarilla de café, permitié producir
la mayor actividad (500 mU g‘lde materia seca)
en tan s6lo 96 h (Fig. 1b). Con el fin de hacer
una mejor comparacion de los resultados obtenidos
en este trabajo con los reportados en la literatura
por fermentacion sumergida, se decidié reportar la
productividad de la FMS en mU mL~! de medio de
impregnacién dia~!. La mayor productividad de la
actividad CE de A. ochraceus fue 41.7 mU mL™! dfa™!
(cascarilla de café con glucosa), siendo 4 y 18 veces
mayor a la calculada con los datos que se reportan
durante la produccién de la CE de A. sojae y A. niger
(11.9y 23 mU mL~! dia~! respectivamente) (Adachi
y col., 2008; Asther y col., 2005). El anilisis anterior
evidencia que la produccién de la actividad CE por
FMS empleando residuos de café adicionados con
glucosa, es mads eficiente que lo observado hasta el
momento por fermentaciéon sumergida con diferentes
inductores. Algunos autores sugieren que esta alta
productividad se debe al bajo nivel de protedlisis en
el cultivo sélido con respecto al sumergido, dada la

heterogeneidad y baja actividad acuosa intrinseca de
la FMS (Aguilar y col., 2001; Mateos Diaz y col.,
2006). Cabe resaltar que no se detecté actividad
CE al emplear solamente el medio de impregnacién
adicionado al bagazo de cafia en presencia de glucosa
(datos no mostrados), lo que sugiere que es importante
tanto la adicién de una fuente de carbono facilmente
asimilable, como la presencia del inductor adecuado
(pulpa o cascarilla de café) para producir la actividad
CE de A. ochraceus.

Por otra parte, con el objeto de determinar el
nimero de esterasas inducidas con el medio que
presentd la mayor actividad (cascarilla de café y
glucosa), se migraron las muestras obtenidas durante
la cinética en un zimograma (Fig. 2). El andlisis del
zimograma revel6 que la actividad CE corresponde
solamente a una proteina que migra en la parte
superior del gel (Rf = 0.77) y que puede ser detectada
con esta técnica hasta el tercer dia de fermentacion
(Fig. 2a). Por otra parte, cuando se utilizé metil
ferulato como sustrato (Fig. 2b), se detectaron dos
bandas; una banda mayoritaria con un Rf = 0.77 que
muy probablemente corresponde a la misma proteina
responsable de la actividad CE y una banda minoritaria
(Rf = 0.39), que posiblemente corresponde a una
feruloil esterasa carente de actividad sobre dacido
clorogénico. Por lo tanto, el uso de la cascarilla
de café como sustrato-inductor en presencia de 0.5
% de glucosa, permite inducir preferencialmente una
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Fig. 2. Zimogramas de la cinética de FMS producida
con cascarilla de café y glucosa. a) Gel revelado con
acido clorogénico. b) Gel revelado con metil ferulato.
En la parte superior se indican los dias de fermentacion
(1-5).

proteina de Aspergillus ochraceus con actividad CE, la
cual no es especifica por el 4cido clorogénico, al igual
que la CE de Ustilago maydis recientemente reportada
por (Nieter y col., 2015).

3.2 Efecto de la temperatura y pH sobre la
actividad CE y estabilidad térmica del
extracto enzimdtico concentrado

Con el fin de conocer las condiciones a utilizar durante
la hidrdlisis de los 4cidos clorogénicos contenidos en
la pulpa de café, se evalu6 el efecto de la temperatura
y pH, asi como la termoestabilidad (Fig. 3) de
un extracto enzimatico concentrado (EEC) de A.
ochraceus. Después de realizar la extraccién de 15
columnas de FMS con un mismo volumen de buffer
(ver metodologia seccién 2.5), se logré obtener un
EEC con 214 mU mL~! de actividad CE determinadas
a30° Cy pH 7.2. A continuacién el EEC se utilizé
para estudiar el efecto de la temperatura sobre la
actividad CE a pH 7. Se observé que la actividad
CE se incrementa linealmente desde los 20° C hasta
alcanzar un maximo a una temperatura de 50° C,
posteriormente la actividad cae drasticamente hasta
llegar a 20 % a 60° C (Fig. 3a). La temperatura
en la cual se encontré la méxima actividad CE en el
EEC de A. ochraceus (50° C) es similar a lo reportado
para las CE de A. niger y A. japonicus (55° C) y
significativamente superior a la CE de U. maydis (37°
C) (Asther y col., 2005; Nieter y col., 2015; Okamura
y col., 1982). Con referencia a la estabilidad térmica
de la actividad CE presente en el EEC, se calcul6 una
t12de 89hy0.3ha40y50°C, respectivamente (Fig.
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Fig. 3. Efecto de temperatura y pH sobre la actividad
clorogenato esterasa del extracto enzimatico. a) Efecto
de la temperatura. b) Estabilidad térmica a 40 (e)
y 50°C (0). c) Evaluacién del efecto del pH usando
tampodn (o) Acetatos; (0) Fosfatos; (v) Tris-HCl y (A)
Glicina-NaOH a 50 mM. Los datos corresponden a la
media (n=3).

3b). Con base en este resultado, se decidié emplear el
EEC a40° C para llevar a cabo la hidrdlisis de la pulpa
de café, ya que a esta temperatura la actividad decae
lentamente y llega solo a 85 % de su actividad inicial
después de 120 min. Resultados similares se reportan
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para la CE de A. niger y A. japonicus que mantienen
mds de 95 % de actividad después de 20 min de
incubacién a 40° C (Asther y col., 2005; Okamura y
col., 1982). No obstante, la actividad residual de la CE
de A. niger es inferior al 20 % después de 10 minutos
de incubacion a 50° C (Asther y col., 2005), mientras
que la actividad CE de A. ochraceus en el EEC es
del 80 % a la misma temperatura de incubacion (Fig.
3b). Por lo tanto, aparentemente la actividad CE de
A. ochraceus producida por FMS es mas estable a la
degradacion térmica que la CE de A. niger producida
por fermentacidn sumergida (Asther y col., 2005). Por
ultimo, se evalud el efecto del pH sobre la actividad
CE del EEC a 50° C. De acuerdo con la Fig. 3c la
actividad incrementa de pH 4 hasta pH 7, donde se
alcanzé la maxima actividad CE, que baja hasta 70-80
% de la actividad inicial a pH 9.0. Este resultado es
comparable con lo reportado para la CE de A. niger,
U. maydis (pH 7.5) y A. japonicus (pH 6.5) (Asther y
col., 2005; Nieter y col., 2015; Okamura y col., 1982).
En todos los casos (Fig. 3.) se observa solamente
un méaximo de actividad, lo que sugiere fuertemente
que bajo las condiciones de cultivo empleadas en este
trabajo, efectivamente se produce una sola proteina
responsable de la actividad CE.

3.3 Liberacion enzimdtica de dcido cafeico
de la pulpa del café

El andlisis de composiciéon de los residuos de café
empleados en este estudio demostré que la pulpa de
café contiene 14 veces mas acido clorogénico (807
mg Kg™!) que la cascarilla de café (Tabla 1). Por
lo tanto, la capacidad del EEC de A. ochraceus para
liberar el AC se evalué solamente sobre pulpa de
café a pH 7 y 40° C (dada la mayor termoestabilidad
del EEC). En la Fig. 4 se muestra la liberacion
de AC a partir de la hidrélisis enzimatica del acido
clorogénico libre contenido en la pulpa de café.
Sorprendentemente, el EEC con actividad CE fue
capaz de liberar mds del 90 % del AC en menos
de 20 min. El porcentaje de AC liberado es igual
al obtenido mediante biotransformacion con A. niger
(Torres-Mancera y col., 2013), similar al alcanzado
con la CE y FE tipo B de A. niger (100% en toda
la noche) (Asther y col., 2005; Benoit y col., 2006)
y superior al reportado para la CE de U. maydis (68
% en 20 h) (Nieter y col., 2015). Sin embargo, la
liberacién de AC empleando el EEC de A. ochraceus
fue de 40 a 108 veces mds rapida que en los trabajos
antes mencionados, lo que sugiere que pudiera
tratarse de una enzima con mayor eficiencia catalitica.
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Fig. 4. Liberacion enzimdtica de dcido cafeico por
hidrélisis del 4cido clorogénico contenido en la pulpa
de café. Acido clorogénico (e) y acido cafeico (m).
Los datos corresponden a la media (n=3) con una
desviacion estandar < 5%.

No obstante, para demostrar lo anterior, es
indispensable su purificacion y caracterizacién
bioquimica. Por otra parte, debido a que A.
ochraceus puede llegar a producir micotoxinas bajo
ciertas condiciones de cultivo, es necesario obtener
la secuencia de ADNc de la enzima de interés y
producirla de forma activa en un huésped reconocido
como seguro, lo cual permitirfa su uso en la obtencién
de compuestos fenélicos destinados a consumo animal
o humano.

Conclusiones

En este trabajo se obtuvo por primera vez un EEC
con actividad CE a partir de un fermento sélido
de Aspergillus ochraceus formulado con cascarilla
de café y glucosa. En el EEC aparentemente
una sola enzima es la responsable de liberar
en tan solo 20 minutos mds del 90 % de
AC presente en la pulpa de café. La enzima
responsable de la hidrdlisis del acido clorogénico
producida por A. ochraceus, es una herramienta
con interesantes aplicaciones biotecnolégicas que
pudieran permitir el aprovechamiento integral de
los residuos agroindustriales del beneficio del café.
Actualmente se estd trabajando en su purificacion,
caracterizaciéon bioquimica y en la obtencién de la
secuencia del gen de interés para su expresion en
un huésped adecuado que permita la produccion de
compuestos fendlicos destinados a consumo animal o
humano.
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