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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 produccion 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 modificacion
de compuestos fendlicos mediante reacciones de
esterificaciéon (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 fangicas capaces de
producir CHasa en Fermentacion en Medio Soélido (FMS).

Metodologia. Se evaluaron 10 cepas fungicas (9 del
género Aspergillus y 1 del género Rhizomucor) para la
produccion de CHasa. Estas cepas se inocularon sobre
placas de agar con ACI como Unica fuente de carbono.
Las cajas se incubaron a 30 °C durante 5 dias. Se midi6é
el crecimiento radial cada 24 h. A los 3 dias de
incubacion se revelaron cajas con NHsOH al 28% y se
midié el halo de hidrolisis y el indice de potencia
(IP=didmetro del halo/diametro de la colonia). Las cepas
que presentaron halos de hidrélisis se utilizaron para la
produccion de CHasa por FMS. La FMS se llevo 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
determind por HPLC. Las cepas seleccionadas se
utilizaron para la produccion de CHasa en reactores de
lecho empacado con aireacion forzada. En estos
reactores se determindé ademas de las variables antes
mencionadas, la composicién 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 hidrolisis (Tabla
1). No se observaron diferencias significativas entre los
indices de potencia, por lo que las 9 cepas de Aspergillus
se utilizaron para la produccion de CHasa por FMS. Para
todas las cepas se observo una acumulacion de AC entre
las 8 y las 16 h y un consumo total del ACly AC antes de
las 24 h de incubacion (datos no mostrados).

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

Cepa Tasa de crec. indice de
radial (mm/h) potencia
A. awamori NRRL 3112 0.243 +0.005 ¢ 1.26 £0.02
A. japonicus AN5 0.242 +0.019¢ 1.36 £ 0.05
A. niger CH4 0.255 + 0.008 b4 1.29 +0.03
A. niger GH1 0.276 + 0.002® 1.31+0.11
A. niger HT4 0.267 +0.0032° 1.28 + 0.08
A. niger PSH 0.277 £0.0022 1.23+0.00
A. oryzae 2094 0.246 + 0.006 1.23+0.00
A. niger 2095 0.216 + 0.008¢ 1.27 +£0.00
A. tamarii V12307 0.240 +0.008¢ 1.20 £ 0.00
R. pusillus 23alV 0.264 + 0.005 ¢ N.D.

Prueba de Tukey, a=0.05
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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 méxima actividad CHasa dentro de las primeras 24 h,
pero la actividad decay6 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 presentd la mayor productividad
(0.047 U/g ms-h a las 14 h de incubacion).

Conclusiones. Se pre-seleccionaron 6 cepas fungicas,
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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