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POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DE LA PULPA DE CAFE
PARA PRODUCIR ENZIMAS LIGNINOLITICAS POR FES

Nora Garcia Oduardo, Rosa Catalina Bermtdez Savon, Suyén Rodriguez Pérez, Isabel
Avrelis Aguilera Rodriguez, Ansoumane Kourouma
Centro de Estudio de Biotecnologia Industrial (CEBI)

Se evalua el potencial biotecnolégico de la pulpa de café como sustrato para la produccidn de enzimas
ligninoliticas extracelulares por fermentacion en estado sdlido (FES), empleando cinco cepas Pleurotus
ostreatus y una Pleurotus sajor-caju, una vez terminada la etapa de fructificacion y sin afectar la
produccion de setas comestibles. Se detectd mayor presencia de enzima lacasa, aportando la cepa
Pleurotus ostreatus CCEBI 3023 la mayor cantidad de esta enzima (0,139 U g*). Se evaltalainfluencia
delamezcla (1:1) pulpade café con lavirutade maderay con las cascaras de cacaoy coco, observandose
que la pulpa induce la produccion de la enzima lacasa extracelular al obtenerse la maxima actividad
(1,745 U g?) alos 60 dias de fermentacion con la cepa Pleurotus ostreatus CCEBI 3023. Se comparan
los resultados obtenidos en este trabajo con los estudios realizados durante la etapa vegetativa de
Pleurotus ostreatus CCEBI 3023 empleando pulpa de café y con los obtenidos en la produccion de
lacasa de Pleurotus sp. por fermentacion sumergida.

Palabras clave: fermentacion en estado sélido (FES), pulpa de café, enzimas ligninoliticas.
Biotechnological potential of coffee pulp as substrate for extracellular ligninolytic enzyme
production by solid state fermentation (SSF) using five of Pleurotus ostreatus strains and one
Pleurotus sajor-caju strain, after fructification state without mushrooms productions affectation.
Maximum laccase production was detected and Pleurotus ostreatus CCEBI 3023 showed a higher
laccase activity (0,139 U g?). Influence of mixture (1:1) coffee pulp whit cedar chip, coconut and
cocoa shell in the laccase production was evaluated. The coffee pulp induced extracellular laccase
enzyme production because whit this substrate the maximum laccase activity was obtained (1,745
U g?) at 60 days of fermentation whit Pleurotus ostreatus CCEBI 3023 strain. The results of this
investigation were compared whit the study realized in vegetative state of Pleurotus ostreatus
CCEBI 3023 using coffee pulp and whit laccase production of Pleurotus sp. by submerged

fermentation.

Key words: solid state fermentation (SSF), coffee pulp, ligninolytic enzyme.

Introduccién

El café es uno de los principales productos de
origen agricola comercializados en los mercados
internacionales. Es la segunda materia prima mas
comercializadaen el mundo, s6lo detras del petro-
leo. Se estima que la produccion mundial del afio
sea de 127 millones de sacos /1/.

El cultivo del café en las zonas montafiosas es el
85 % del total que se cultiva en Cuba y en su
beneficiado por viahlimeda se generan subproductos:
pulpa, mucilago, pergamino, jugo, agua de lavados,
etcétera. Se demostrd por Bermudez /2/ que estos
subproductos no son completamente aprovechados
yseviertenal medio sintratamiento, lo cual provoca
contaminacion de aguas y suelos deteriorando el
medio ambiente.

La pulpa de café representa el 40 % de todo el
grano que se despulpa, por sucomposicion quimi-
caricaen azucares, presenta potencialidades que
son atractivas para ser empleadas como materia
prima en diferentes procesos o tecnologias de
FES como son: produccién de bioabono, produc-
cion de biogas, alimento animal, y como sustrato
puro o mezclado en laproduccién de setas comes-
tibles. Estas tecnologias permiten utilizar un
sustrato disponible y barato, eliminar la contami-
nacion y a su vez generar beneficios en el orden
econdmico, social y ambiental /3/.

La pulpa de café también contiene compues-
tos con efectos antifisiol6gicos como la cafeinay
anti-nutricionales como los taninos y los poli-
fenoles /4/, para la degradacion de estos se estu-
dian mecanismos enzimaticos, aprovechando la
capacidad de los basidiomicetos /5/.
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Al igual que la pulpa de café, subproductos
agricolas como la viruta de madera las cascaras de
cacao y coco son empleados como sustratos natura-
les en FES, reportandose fundamentalmente como
materias primas para la produccion de setas comes-
tibles /6/ por su composicion de lignina, celulosa,
hemicelulosay otros. Actualmente no existe ningln
tratamiento paraestos subproductosy su disposicion
final en el terreno de cultivo trae aparejado descom-
posicion. EI monto de estos subproductos no se
equipara con el de la pulpa de café, pero pudiera ser
provechosa su valorizacion por FES.

Entre los microorganismos estudiadosy emplea-
dos para la biotransformacion de los compuestos
antes mencionados y a la vez producir setas comes-
tibles dandole valor a la pulpa de café; esta el
Pleurotus sp. Este basidiomiceto ha sido objeto de
numerosos estudios por constituir un alimento su
cuerpo fructifero, ser productor de enzimas de
interésindustrial y ademés por ser biotransformador
de sustratos lignocelulésicos /7/.

En los mecanismos ligninoliticos de Pleurotus
spp., la enzima lacasa juega un papel importante
en la biodegradacion de compuestos fenolicos y
aminas aromaticas /8/. Los estudios realizados se
dirigen hacia la produccién de esta enzima
extracelular empleando cultivos liquidos /9/ sien-
do escasos los estudios de la produccidn de esta
enzima por FES. Recientemente estan los traba-
jos de Mata /10/ con Pleurotus spp. como produc-
tor de lacasa en pulpa de café. También con este
hongo se obtuvieron cantidades significativas de
estas fenoloxidasas y sus isoformas, durante la
eliminacién del color del liquido residual de la
pasteurizacion de la pulpa de café /9/.

En el presente trabajo, el objetivo es evaluar el
potencial biotecnoldgico de la pulpa de café como
sustrato para laproduccion de enzimas ligninoliticas
extracelulares por fermentacion en estado sélido
(FES) empleando Pleurotus spp.

Materiales y métodos

Cepas. Seis cepas de Pleurotus spp. fueron
estudiadas: Pleurotus ostreatus (Jacq.) P. Kumm
CCEBI 3021; Pleurotus ostreatus CCEBI 3022,
CCEBI 3023y CCEBI 3025; Pleurotus ostreatus
(Florida) CCEBI 3024 (referencia) y Pleurotus

sajor-caju (Fr.) Sing CCEBI 3027; pertenecien-
tes a la coleccion de cultivos del Centro de
Estudios de Biotecnologia Industrial (CEBI), Fa-
cultad de Ciencias Naturales, Universidad de
Oriente. Las cepas fueron conservadas en agar
papa dextrosa y se incubaron a 25°C.

Sustratos. Pulpa de café (Coffea arabica L.)
procedente del centro de beneficio himedo “El
Ramon” en el municipio Santiago de Cuba; casca-
ras de cacao (Theobroma cacao L.), del cacaotal
de la finca “La Mandarina” en el municipio Il
Frente; céscaras de coco (Cocos nucifera, Lin.),
de la zona de El Cristo y viruta de cedro (Teona
ciliata Roem), de la carpinteria de la Universidad
de Oriente. Todos procedentes de la provincia
Santiago de Cuba.

Se realizo el estudio sobre los sustratos puros y
sus formulaciones binarias (1:1) empleando bolsas
de polietilenotransparentes (2 Kg) como biorreactor.
El tiempo de fermentacion fue de 60 dias /7/.

Determinacién de la actividad enzimatica
ligninolitica de las cepas estudiadas en pulpa
de café

La pulpa fermentada fue sometida a extrac-
cion sobre hielo con diferentes tampones para las
determinaciones enziméticas. Para la actividad
lacasa se emple6 el guayacol como sustrato /9/;
para la actividad manganeso peroxidasa se sigui6
el método de Pick y Keisare /11/ con modificacio-
nes /9/ y para la actividad verséatil peroxidasa se
emplearon las mismas condiciones que para la
anterior, pero en ausencia de MnSQO,.

Determinacion de la actividad lacasa en las
mezclas de sustratos

Se determind empleando el &cido 2,2’-azino-bis-
(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) (ABTS) a pH 3,
30°C. Laoxidacion del ABTS se sigui6 a través del
incremento de laabsorbanciaa420nm. Laactividad
enzimatica se expreso en U g de sustrato seco y se
define como la cantidad de enzima necesaria para
producir 1 umol de ABTS oxidado, enun minuto bajo
las condiciones especificadas /12/.
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Tratamiento estadistico de los resultados

Para las comparaciones de las medias de los
tratamientos a posteriori se empled la prueba de
rangos multiples de Duncan. Se utiliz6 el paquete
informético Statgraphics Plus version 5,1/Abril 2002
y todas las pruebas se realizaron con el criterio que
define lasignificacion estadisticade tipo 1, p<0,05.

Resultados y discusion

Evaluacién de la actividad enzimatica
ligninolitica de las cepas estudiadas en pulpa
de café

Conociendo que los hongos de pudricion blan-
ca son el Unico grupo de microorganismos capa-
ces degradar de todos los polimeros bésicos de la
madera, debido a la capacidad de sintetizar enzimas
extracelulares ligninoliticas, responsables de la
degradacion de los mayores componentes del
sustrato, digase celulosa, hemicelulosay lignina, a
compuestos de bajo peso molecular, que pueden
ser asimilados para la nutricion fangica /13/, se
realizo la evaluacion de la actividad enzimatica
ligninolitica de la pulpa fermentada.

Se observa en todo momento mayor actividad
de enzima lacasa que manganeso peroxidasa y
versatil peroxidasa (tabla 1), lo que podria estar
dado porque adn cuando la pulpa de café contiene
compuestos fendlicos propicios parainducir estas
enzimas, para la actividad efectiva de las

peroxidasas se requiere de H,O, como cofactor;
lo que presupone la participacion de otras enzimas
auxiliares para la produccion extra e intracelular
de H,O, 114/.

En latabla 1 se reflejan los valores promedios
de tres réplicas y su desviacion estandar. Las
letrasiguales parauna mismaactividad enzimatica,
refiere no existencia de diferencias estadisticas
significativas entre las medias de las cepas (Prue-
ba de Duncan, p < 0,05).

Un comportamiento similar se refiere para
Pleurotus ostreatus cultivado en paja de trigo y
en cultivo liquido sintético, plantedndose la dife-
rencia entre los mecanismos para la degradacion
de la lignina por las lacasas y las peroxidasas, no
estando aun del todo claro el rol de las primerasen
la degradacion /14, 15/.

Comparando el comportamiento productivo de
setas comestibles de las seis cepas estudiadas y
su relacion con excrecion de la enzima lacasa es
notorio que las cepas mas productoras de setas,
CCEBI 3027 y CCEBI 3021 /6/, no fueran las de
mayor actividad lacasa (0,0843 y 0,0727 U g%,
respectivamente). Se refiere /10/ que la actividad
lacasa disminuye dréasticamente durante la for-
macion y desarrollo de las fructificaciones, las
cepas con menor actividad lacasa, correspon-
dientes a la especie Pleurotus djamor, presenta-
ron las eficiencias biologicas més altas. Se sugie-
re que el monitoreo de laenzima lacasa durante la
fase de colonizacion pudiera estimar la cantidad
biomasa (setas) en la fructificacion /16/.
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Tabla 1
Actividades enziméticas lacasa, manganeso peroxidasa y versatil
peroxidasa de las cepas de Pleurotus spp. luego de 60 dias
de cultivo sobre pulpa de café

Liettvidad enaiwdtica (107) Ug - sustrato seco

Cepras Lacasa Ilanganeso perocddasa WVersatil perocidasa
CCERI 3021 TATHL I 2261 31" 47T H) 05
CCERI 3022 a0+, 25 R &,05H],05
CCERI 3023 13,9740 414 5,804 5] &, aEH], 05
CCEBI 3024 T.ATH 040 2,541,531 5,604,058
CCERI 3025 T.57H) 04 36441531 5,101, 08%
CCERI 3027 &, 430, 01" &, 754H1,31e &, 58401021

Sereflejan los valores promedios de tres réplicas
+ la desviacion estandar. Letras iguales para una
mismaactividad enzimaética, refiere no existenciade
diferencias estadisticas significativas entre las me-
dias de las cepas (Prueba de Duncan, p < 0,05).

Todo esto corrobora la alta relacion entre la
cantidad de biomasade los hongosy laproduccion
de enzima lacasa y se evalla la produccién de
ésta durante la fermentacion en estado sélido de
la pulpa de café mezclada, teniendo presente que
es la cepa CCEBI 3023 la que presenta el mayor
valor de actividad lacasa (0,1397 U g7).

Evaluaciéon de laactividad enziméaticalacasa
de Pleurotus ostreatus CCEBI 3023 sobre
las mezclas de sustratos

Al evaluar la presencia de enzima lacasa
extracelular en la pulpa de café mezclada y fer-
mentada por la cepa CCEBI 3023, una vez cose-
chadas las setas (60 dias de fermentacion) se
evidencia que la pulpa de café favorece la pro-
duccion de enzimas lacasas, al ser superiores los
valores de produccidn de esta enzima en la pulpa
de café pura que en la mezclada (tabla 2).

Tabla 2
Produccion de enzima lacasa por Pleurotus ostreatus, cepa
CCEBI 3023, sobre pulpa de café al 100 % y mezclada
luego de 60 dias de cultivo

Sustratos Lotiidad lacasa (gt
Pulpa de café 1745400134
Pulpa de café ; cdscara de cacao 123440 004
Pulpa de café : cdscara de coco 0, 447400180
Pulpa de eafé :virta de cedro 10,2020 036

Se reflejan los valores promedios de tres
réplicas + la desviacion estandar. Letras igua-
les para la actividad lacasa, refiere no existen-

cia de diferencias estadisticas significativas
entre las medias de las cepas: sustratos (Prue-
ba de Duncan, p < 0,05).
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Por primera vez se refiere la produccidn de la
enzima lacasa durante la etapa de fructificacion
del Pleurotus spp. crecido sobre mezclas de
sustratos lignocelul6sicos y mediante fermenta-
cion en estado solido, ademas se observa la in-
fluenciadel contenido de nitrégeno del sustrato en
la produccion de esta enzima, ya que la mezcla
con viruta es la de menor contenido de nitrogeno,
segun se refiere en trabajos anteriores /7/.

Comparando los valores obtenidos de enzima
lacasa para la pulpa de café pura (0,139 Ug* tabla
1y 1,745 Ug* tabla 2) se observa que existe una
diferenciade 1,6 unidades, varios autores refieren
diferencias de actividad lacasa para diferentes
sustratos de ensayo, en el primero fue guayacol y
en el segundo fue ABTS /17/.

Al estudiar laactividad lacasa durante la etapa
vegetativa de Pleurotus empleando las columnas
de vidrio Raimbault, lacepa CCEBI 3023 expresd
el valor mayor (25,1 Ug ), superior a la cepa de
referencia, CCEBI 3024, (17,9 Ug™?). Los maxi-
mos valores de actividad se lograron entre el
cuarto y quinto dia de fermentacion /6/.

Estudios sobre actividad lacasa de Pleurotus
ostreatus (Florida), CCEBI 3024 (referencia), em-
pleando bolsas de polietileno transparentes (2509)
como biorreactor y evaluando cada siete dias el
comportamiento de laenzima, se obtuvo un méximo
de2,41Ug"alos 14 diasde cultivo/18/. Estamisma
cepa se empled en la decoloracion del extracto
liquido obtenido de la pasteurizacion de la pulpa de
café, reportandose valores de actividad lacasa de
8,53 UmL™, a los nueve dias de cultivo /9/.

La diferencia entre la pulpa de café que se
empleaenlosbiorreactores de bolsas de polietileno
y la pulpa de café en las columnas Raimbault esta
en el método de tratamiento utilizado, la primera
es pasteurizada (inmersion en agua caliente du-
rante una hora) y pierde muchos compuestos
solubles; lasegundaesesterilizada 121°C durante
20 miny se mantienen en mayor concentracion los
compuestos que aporta la pulpa de café. Indepen-
dientemente de lo anterior, la pulpa de café fer-
mentada por Pleurotus spp. presenta potenciali-
dades parala produccion de enzimas ligninoliticas.

Conclusiones

En la evaluacién de la actividad enzimética
ligninolitica de la pulpa de café fermentada, se
observa mayor actividad de enzima lacasa que
manganeso peroxidasa y versatil peroxidasa.

Se selecciond la cepa Pleurotus ostreatus
CCEBI 3023 como la mejor productora de
enzimas lacasas, al mostrar el mayor valor de
actividad lacasa (1,74 U g1).

La pulpa de café favorece la produccion de
enzimas lacasas, al ser superiores los valores
de produccidn de esta enzima en la pulpa de
café pura que en la mezclada.
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