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Resumen

El cultivo de las setas comestibles-medicinales Pleurotus ha tenido como finalidad propiciar
alternativas de manejo de subproductos agricolas. Este basidiomiceto ha sido objeto de
numerosos estudios por constituir un alimento su cuerpo fructifero, ser productor de enzimas de
interés industrial y ademas por ser biotransformador de sustratos lignoceluldsicos. Los in6culos
de Pleurotus en la tecnologia establecida para el cultivo de las setas comestibles-medicinales en
la Planta de Investigacion- Produccion del CEBI, se han realizado, empleando sorgo o trigo. Sin
embargo, es posible ampliar las posibilidades con otros sustratos. En este trabajo se presentan
los resultados de produccion de enzimas lacasa en in6culos preparados con, sorgo maiz y pulpa
de café con dos cepas, Pleurotus ostreatus CCEBI 3021 y Pleurotus ostreatus, CCEBI 3024. El
periodo de preparacion de los indculos alcanza 15-21 dias, las mediciones de la actividad lacasa
se realizaron en periodos de siete dias. La extraccion del crudo enzimético se realizd en fase
acuosa y la determinacion de la actividad enzimética lacasa, empleando como sustrato el
guayacol. Se comparan los resultados obtenidos en este trabajo con los estudios realizados
anteriormente empleando el sorgo como indculo. Se constata que las mayores producciones de
lacasa se obtienen con la pulpa de café. Este estudio contribuye al conocimiento tedrico y aporta
alternativas para el aseguramiento del proceso productivo de la planta.

Palabras clave: pulpa de café, maiz, sorgo, actividad lacasa, inéculo, Pleurotus spp.

Abstract

The cultivation of edible and medicinal mushrooms Pleurotus has been aimed at promoting
alternative management for agricultural products. This basidiomicete has been the subject of
numerous studies because of its fruiting body constitutes a food, being a producer of enzymes
with industrial interest and for its ability of biotransformation of lignocellulosic substrates.
Pleurotus inocula in the established technology for growing edible and medicinal mushrooms in
the CEBI Research- Production Plant were performed using sorghum or wheat. However, it is
possible to expand the possibilities with other substrates. In this paper, the results of laccase
enzymes production in inocula prepared with sorghum, corn and coffee pulp with two strains
Pleurotus ostreatus CCEBI 3021 and Pleurotus ostreatus CCEBI 3024 are presented. The
period of preparation of seed reaches 15-21 days, the measurements of laccase activity were
performed in periods of seven days. Extraction of crude enzyme was performed in aqueous
phase, the determination of the laccase enzyme activity, using guaiacol as substrate. The results
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obtained in this work with studies in previous work using sorghum as inocula are compared. It
is found that higher yields are obtained laccase in coffee pulp. This study contributes to the
theoretical knowledge and to provide alternatives for securing the production process of the
plant.

Keywords: coffee pulp, corn, sorghum, laccase activity, inocula, Pleurotus ssp.

Introduccion

La expansion global de la agricultura y de la industria alimentaria ha hecho que
se incremente la obtencidén de residuos lignocelulésicos. Estos materiales se
componen basicamente por celulosa, hemicelulosa y lignina y son conocidos
por ser excelentes sustratos para la produccion de enzimas ligninoliticas. Estas
enzimas extracelulares son generadas del metabolismo de hongos
basidiomicetos, los cuales tienen la capacidad de producirlas y poseen

aplicaciones industriales /1 /.

El género Pleurotus spp pertenece a los hongos basidiomicetos, son capaces
de producir una extensa despolimerizacion-mineralizacion aerobia de la lignina
y estructuras relacionadas, por lo que poseen la capacidad de degradar
diversos compuestos, al tener un sistema enzimatico ligninolitico extracelular
de baja especificidad. De todas ellas, las lacasas (EC 1.10.3.2, p-difenol:
dioxigeno:6xido-reductasa), son las mas prometedoras para actuales y futuras
aplicaciones industriales; por ser producidas constitutivamente, no requerir de
H.O, para su actividad catalitica, ser estables bajo diferentes condiciones,

entre otras caracteristicas /2 /.

Las lacasas se caracterizan por su capacidad de catalizar la reaccién de
reduccion de oxigeno molecular a agua, acoplada a la oxidacién de diferentes
sustratos como pueden ser fenoles, aminas, ligninas y otros compuestos

inorganicos de acuerdo con la siguiente reaccion:
4SH + O, — 4S + 2H,0 (1)

Como ventaja adicional, con la presencia de mediadores las lacasas presentan
una gama amplia de sustratos (S) y luego son capaces de oxidar compuestos

con un potencial redox superior al propio/3 /.

Para la valoracién de la produccion de enzimas lacasas, se han realizado

estudios en fuentes comerciales de lignina para desarrollar una actividad
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enzimatica Optima para degradar colorantes y otros contaminantes /4, 5, 6 /. En
nuestro grupo desde hace varios afios se ha trabajado para incrementar la
produccion de lacasas de Pleurotus spp por fermentacion sélida de sustratos
lignocelulésicos naturales, empleando diferentes estrategias experimentales.
Entre las estrategias utilizadas para lograr este fin se encuentra la formulacion
de indculos. El objetivo de este trabajo es la evaluacion de la actividad
enzimética de lacasa producida mediante el cultivo Pleurotus spp en fase de

indculo, empleando dos cepas en tres sustratos diferentes.

Materiales y métodos

El trabajo experimental se desarrollo en los laboratorios del Centro de Estudios
de Biotecnologia Industrial (CEBI) y del Laboratorio Provincial de Criminalistica
de Santiago de Cuba.

Se emplearon las cepas: Pleurotus ostreatus CCEBI 3021, Pleurotus ostreatus
CCEBI 3024 (referencia), pertenecientes a la Coleccion de Cultivo del Centro
de Estudios de Biotecnologia Industrial de la Universidad de Oriente,
conservadas en agar extracto de malta a 4 °C.

Los sustratos empleados: maiz, sorgo y pulpa de café, se limpiaron
previamente, se hirvieron durante 15 minutos, se escurrieron y se esterilizaron
en autoclave vertical BK-25 a 121 °C durante una hora. La inoculacién de los
sustratos se realiza en flujo laminar CBL-201-03 Cle Air, colocando una porcién
del hongo en el centro de cada placa Petri de 12,5 cm de diametro. Luego
estas placas se envuelven con papel cromado y se colocaron en los estantes
ubicados en el cuarto de colonizacion. A los 7, 14 y 21 dias se realizaron

analisis de actividad enzimatica lacasa extracelular.

Para la obtencién del crudo enzimatico se suspendieron 3 g de cada sustrato
en 50 mL de buffer fosfato, se pone en zaranda MIZARD.2001 durante 2 h,
después se filtra con gasa vy el filtrado se centrifugé durante 10 min a 5 000 rpm
en centrifuga clinica Heal Force. Al sobrenadante clarificado se le midio

actividad enzimatica lacasa extracelular.

La actividad lacasa se determind para todas las muestras, siguiendo la
oxidacion del guayacol a 460nm (€=6740 M™*cm™) en espectrofotémetro Cintra
101 en una mezcla de reaccion a 30°C que contiene 1mL de guayacol con una
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concentracion de 20 mmol/L, 800 uL de tampon fosfato a pH 6.4 y 200 L del
crudo enzimatico; para un volumen final del ensayo de 2mL. La actividad
enzimatica se expreso en Ug-1 de sustrato, una unidad de actividad enzimatica
es definida como la cantidad de enzima que produce un incremento de

absorbancia de 1 AA/min.

En cada estudio se realizaron experimentos tipos, en los cuales se procesaron
3 réplicas para cada tratamiento. Para el tratamiento estadistico de los
resultados se utilizé el software Statgraphics® Centurion XV. En el caso de
diferencias  estadisticamente  significativas entre los tratamientos
experimentales, las medias seran comparadas mediante el test de rangos
multiples de Duncan. En todos los casos se utilizara un nivel de significacion
del 0,05 %.

Resultados y discusion

Las lacasas extracelulares pueden ser producidas constitutivamente en
pequefias cantidades; sin embargo, la produccion puede ser incrementada
considerablemente por una amplia variedad de sustancias, principalmente
compuestos aroméaticos o fendlicos relacionados con la lignina o derivados de
ella. Los granos como el maiz y el sorgo, asi como la pulpa de café, contienen
lignina, ellos pueden representar una forma mas sencilla y barata de inducir

secrecion de lacasa /3 /.

Se tiene informacién del comportamiento de la produccién de lacasas por el
empleo del Pleurotus en paja de trigo /7/, cascara de platano y bagazo de
cafa /8, 9/, pero casi todos se refieren a la produccién de esta enzima en las

etapas de colonizacion y fructificacion.

Las cinéticas de fermentacion en estado solido con P. ostreatus se han
investigado basicamente para la caracterizacion en procesos de delignificacion,
se reportan estudios realizados sobre diferentes tipos de sustratos, entre ellos
la paja con P. ostreatus, donde se definié que el ataque fungico sobre la lignina
y los polisacaridos, tiene como resultado un incremento en la digestibilidad del
sustrato, contenido de proteinas y actividad lacasa /10/.

En la tabla 1 se muestran las actividades enzimaticas con los diferentes

sustratos para la cepa CCEBI 3024. Para cada sustrato hay diferencias
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significativas para cada tiempo de incubacion, sin embargo con la pulpa de café
se alcanzan los mayores valores, luego le sigue el sorgo y el de menor valor es
el maiz. Este comportamiento es esperado, pues la composicion del sorgo y el
maiz, a pesar de ser semejantes, en el sorgo hay presencia de polifenoles, al

igual que en la pulpa de café que también los contiene /11, 12/.

Tabla 1
Cinética de produccién de lacasa de los inéculos
con la cepa CCEBI 3024. (Ug™). 107

_Tierr;)po_@e Sustratos

Incupacion A 1

(dias) Pulpa de café Sorgo Maiz
7 7,10+0,03c 3,23+0,05b 2,13+0,10c
14 11,70+0,02b 8,84+0,07a 4,14+0,10b
21 12,38+0,08a 8,73+0,10a 4,95+0,10a

Se presentan los valores promedios de tres réplicas = la desviacion
estandar. Letras iguales para un mismo sustrato, refiere no existencia de
diferencias estadisticas significativas entre las medias de los tiempos de
incubacion. (a=0.05)

Solamente con el sorgo no existen diferencias entre los 14 y 21 dias. Este

resultado es semejante al obtenido por /13 /, en que la produccion de lacasa

por Pleurotus sobre bagazo de cafia fue constante entre los 7 y los14 dias.

En la tabla 2 se presentan las actividades enziméticas con la cepa

CCEBI 3021.

Tabla 2
Cinética de produccién de lacasa de los in6culos
con la cepa CCEBI 3021. (Ug™). 107

Tiempo_@e Sustratos

'”C(‘é?:g)'on Pulpa de café Sorgo Maiz
7 18,34+0,60a 13,19+0,20b 17,58+0,09b
14 16,92+0,20b 5,65%0,10c 19,04+0,10a
21 14,35+0,20c 21,77+0,0a 5,01+0,02c

Se presentan los valores promedios de tres réplicas = la desviacion
estandar. Letras iguales para un mismo sustrato, refiere no existencia de
diferencias estadisticas significativas entre las medias de los tiempos de
incubacion. (a=0.05)
Para cada sustrato hay diferencias significativas para cada tiempo de
incubacion, no se observa regularidad como con la cepa CCEBI 3024, y
ademas es mas marcado el comportamiento a la presencia de minimos y
maximos. Este resultado se corresponde a los presentados por /7/, que plantea

que la excrecion de enzimas al medio extracelular sigue un patrén de pulsos.
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Es interesante que la tendencia es de tener mayores valores de actividad
enzimatica con esta cepa que con la con la CCEBI 3024.

Al realizar la comparacion estadistica (figura 1), se observa que la produccion
de lacasa es superior para todos los tiempos de incubacion con la CCEBI 3021,
excepto para el sorgo a los 14 dias de incubacion, donde es mayor para la
CCEBI 3024.

pulpa de café B sorgo O maiz

‘T'DD

2

O

©0,5

Q

: ﬁ = L] 8-

©

= - - f ﬁ

©

s y

5 0

< 3021 3024 3021 3024 3021 3024
7 dias 21 dias

14 dias,
TIEMPO DE INCUBACION
Fig.1 Comparacion de la cinética de produccién de lacasa con las dos cepas
y los tres sustratos (Ug™).

En estudios realizados en la produccién de lacasas sobre pulpa de café, pero
en la fase de fructificacién /12/ se observan valores semejantes para estas dos
cepas (7,27+0,11).10% Ug™ para la CCEBI 3021 y (7,47+0,04). 10? Ug™ para la
CCEBI 3024.

Los resultados muestran que los tiempos de incubacién, asi como los
diferentes sustratos influyen en las cantidades de lacasa que se producen. Por
otra parte, esto indica que es necesario continuar estudiando y profundizando

en cuales son los compuestos que pueden ser inductores de lacasas /14/.
Conclusiones

1. Con la cepa CCEBI 3024 se obtienen mayores valores de actividad

enzimatica empleando como sustrato la pulpa de café.

2. Con la cepa CCEBI 3021 se obtienen mayores valores de actividad
enzimatica para todos los tiempos de incubacién, excepto para el

sorgo alosl14 dias.
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3. Los resultados indican que los tiempos de incubacion, asi como los
diferentes sustratos influyen en las cantidades de lacasa que se

producen.
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