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Resumen

En el presente trabajo se valora el crecimiento, la excrecién y obtencion de la
enzima lacasa en pulpa de café y el ELP, residual del cultivo de setas
comestibles con le cepa CCEBI 3024. En el estudio se evidenci6 la produccion
de enzima lacasa (8.53 U/mL); (1.5 U/mL) y de la biomasa (1,9.1g/L) (5 g/L) en
el ELP los cuales fueron mayores que en el sintético respectivamente.

En la FES se realiz6 la produccion y la purificacion de los crudos enzimaticos
obtenidos a partir de dos tiempos de fermentacion en los cuales hay mayor
excrecion de la enzima lacasa con el hongo Pleurotus sp. Se realiz6 ademas el
estudio de la caracterizacion cinética de las isoenzimas obtenidas de cada
proceso fermentativo. Se observan maximos de actividad enzimatica con
produccion de proteinas extracelular, usando el ABTS y guayacol como
sustratos. Donde los mayores valores de actividad enzimatica se reportan para
el guayacol 8.84 U/mL , 19.29 U/mL del crudo a los 10 dias y a los 14 dias de
fermentacion respectivamente.  Se determinaron los pardmetros cinéticos
referidos a la caracterizaciéon de la isoenzima C, con una Ky aparente de
1,59.10° mol/L y 5,12.10° mol/L para el guayacol y el ABTS respectivamente.
El estudio realizado contribuye al conocimiento tedrico y la aplicacion practica
de los hongos pudricion blanca, en la biodegradacion de residuos

agroindustriales y en la produccion de enzima.



Leyenda.

AAQ: Aril alcohol oxidasa

ABTS: ((2,2-azino-bis (3etilbenzotiazolina-6-sulfonato))
A.E: Actividad enzimatica.

AEM: Agar Extracto de Malta.

APD: Agar Papa Dextrosa

CEBI: Centro de Estudios de Biotecnologia Industria.
€ : Coeficiente de Extincion

DQO: Demanda quimica de oxigeno.

ELP: Extracto liquido de pulpa de café.

FES: Fermentacion en estado sdlido.

FS: Fermentacién sumergida.

kDa: kiloDalton.

Km: Constante de Michaelis.

LiP: Lignina Peroxidasa.

MnP: Manganeso Peroxidasa.

PB: Pudricion blanca.

TA : Acido tanico.

Vmax : Velocidad maxima.
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l.- Introduccién

Uno de los grandes retos de la humanidad en este inicio del siglo XXI es
convertir los procesos productivos en procesos limpios y eficientes
energéticamente. Por otro lado, se requiere tener la capacidad tecnoldgica
para restaurar los sitios del medio ambiente que han sido dafados. La
biotecnologia desempefia un papel importante en esta transformacion
tecnologica y dirige sus investigaciones en este campo, hacia la utilizacion de
nuevas herramientas que prevengan, controlen y remedien la contaminacién
ambiental. Uno de los microorganismos responsables del reciclaje del carbono
proveniente de la lignina, o degradadores de lignina, son los hongos de
pudricidon blanca que presentan un sistema enzimatico poco especifico con un
uso potencial en la transformacion de compuestos contaminantes vy

xenobioticos (Herrera y col., 1997).

El Centro de Estudios de Biotecnologia Industrial de la Universidad de Oriente
lleva a cabo investigaciones en la biodegradacion de subproductos
agroindustriales, que por su cantidad y dificil manejo causan contaminacion del
suelo y del agua. Una de las lineas de investigacion mas importantes del
centro es la utilizacion de estos hongos en el tratamiento de efluentes
coloreados y residuos solidos para la produccion de setas comestibles. Con
estos fines se ha trabajado con el hongo Pleurotus sp., el cual es uno de los
hongos de pudricidon blanca mas estudiado y se cultiva como seta comestible,
a nivel mundial esta entre los cuatro mas expandidos; por sus facilidades para
crecer sobre una gran diversidad de residuos agroindustriales, por lo simple de
su tecnologia de cultivo y por la calidad nutritiva y organoléptica de su cuerpo
fructifero (Sanchez y Royse , 2002). Ha sido usado ademas como fuente para

la obtencion de enzimas en diferentes sustratos (Mata, G. y col 2004).



Las enzimas estan entre los productos mas importantes obtenidos para
satisfacer las necesidades humanas a través de las fuentes microbianas. Un
amplio numero de procesos industriales en las areas de la industria
alimentaria, medioambientales y la biotecnologia utiliza las enzimas en sus
procesos (Aehle, 2004; Rodriguez, 2005). El desarrollo actual en la
biotecnologia esta rindiendo nuevas aplicaciones para las enzimas. Por lo que
se requiere la busqueda de medios que resulten apropiados y baratos para la
obtencion de las mismas, con el fin de abaratar los procesos y proceder a su

implementacién de forma viable (Arora. D ,2000).

Dentro de las enzimas constituyentes del complejo multienzimatico ligninolitico
de Pleurotus sp. se encuentra la lacasa (p-difenol: dioxigeno: oxido-reductasa,
EC 1.10.3.2), la cual participa en la degradacion de la lignina y compuestos
similares en ausencia de lignina peroxidasa y manganeso peroxidasa . Esta
enzima ha sido empleada de forma inmovilizada para remover compuestos
xenobioticos de residuales acuosos (Crecchio y col., 1995, Shuitzenduel y col.,
1999), la detoxificacion de compuestos fendlicos en vinos (Kersten y col.,
1990), en la obtencion de hidrolizados de ligninocelulosa antes de ser usados
para la fermentacién alcohdlica por S. cerevisiae (Jonsson y col., 1998).
Lacasas de otras fuentes como algunas plantas han sido usadas como

biosensores para medir oxigeno en fase gaseosa.

En el caso de los residuales del café es incompleta la informacion que se tiene
acerca de la obtencidn de las enzimas tanto por fermentacion sumergida (FS),
como por fermentacion sdlida (FES), por lo tanto la utilizaciéon de estos hongos
pudiera ser una alternativa para disminuir el efecto contaminante de los
residuales generados por la planta de setas comestibles del CEBI, y el
aprovechamiento de los mismos para generar productos de alto valor agregado

para el hombre como los alimentos, vitaminas, enzimas, bioabonos, etc...; de



esta manera hacer la tecnologia limpia y ecolégicamente viable. Por lo anterior

se planted la siguiente hipotesis

% Hipotesis
Es posible cultivar el Pleurotus sp sobre los residuales del café para la

obtencion de enzimas lacasas.

Objetivo General
Estudiar la produccién de enzimas durante el cultivo de Pleurotus sp. por FS'y

FES sobre residuales del café.

Objetivos especificos

+ Evaluar la actividad enzimatica de las lacasas de la cepa CCEBI 3024
de Pleurotus sp. en el residual extracto liquido de pulpa (ELP).

4+ Evaluar la actividad enzimatica de las lacasas de una cepa CCEBI 3024
de Pleurotus sp por FES sobre pulpa de café.

4+ Purificar las lacasas del crudo enzimatico obtenido por FES.

4+ Determinar los parametros cinéticos que caracterizan la actividad del

crudo enzimatico obtenido.



Il. Revisién Bibliografica

[I.1. Empleo de los residuales del café para el cultivo de Pleurotus sp.

Desde el punto de vista econémico, el café ha sido por muchos afios, uno de
los cultivos mas rentables, tanto en América Latina, como en otras areas del
mundo. Como toda gran industria, la cafetalera genera subproductos sélidos y

liquidos, caracterizados por su repercusion ambiental negativa.

Entre los desechos de café mas importantes se encuentran la pulpa, el agua
de despulpe y el agua de lavado de los granos fermentados, de ellas se
plantea que la mitad de la contaminacién corresponde al agua de percolado de
la pulpa y la otra mitad al agua de fermentacién del mucilago (Bressani, 1987;
Morales, 1989). En un balance de materia realizado por Bressani y col. (1989)
y expresadas en base seca, muestran que la pulpa constituye el 28,7 % de la
materia seca de la cereza, el mucilago el 4,9 %, la cascarilla o pergamino el
11,9 % y el grano el 55,4%.

11.1.1. Pulpa de café: poder contaminante y alternativas de tratamiento.

La pulpa de café, tiene un alto contenido de lignina, potasio, cafeina, taninos y
fenoles. En América Latina se considera el principal contaminante de los rios y
lagos cercanos a las zonas cafetaleras. Es por tanto necesario buscar nuevas
alternativas para una racional transformacion de la pulpa en beneficio de los

cafetaleros y del medio ambiente.

Por su composiciéon quimica (Braham y Bressani, 1978) la pulpa presenta
potencialidades que son atractivas para ser empleadas como materia prima en
diferentes tecnologias como son: produccién de bioabono, produccion de
biogas, alimento animal y produccion de setas comestibles (Lozano, 1991;

Martinez-Carrera, 1989; Bermudez, 2001). Estas tecnologias permiten utilizar



este subproducto, y a su vez generar beneficios en el orden econémico, social

y ambiental.

En el Centro de Estudios de Biotecnologia Industrial (CEBI), de la Universidad
de Oriente, en Santiago de Cuba, se ha estudiado la tecnologia de produccion
de setas comestibles del género Pleurotus sp empleando la pulpa de café
como sustrato, en este proceso la pulpa se somete a un tratamiento de
pasteurizacion antes de ser inoculada con el micelio del hongo. Durante este
tratamiento se genera un residuo liquido de color negro muy intenso
denominado Extracto Liquido de Pulpa (ELP) el cual contiene los elementos de
la fraccion soluble de la pulpa de café tales como el acido clorogénico y el
caféico. Este efluente es vertido al medio, convirtiéndose en un factor
contaminante del proceso, por lo que la utilizacion de cepas de este género en
el tratamiento de efluentes coloreados pudiera ser una alternativa para
disminuir el efecto contaminante de este residual liquido y de esta manera

hacer esta tecnologia limpia y ecolégicamente viable.

> Extracto liguido de Pulpa de Café

El color presente en el residual extracto liquido de pulpa de café (ELP); tiene
su origen en compuestos de diferentes naturaleza, pero de forma general el
color es debido a la presencia de compuestos organicos de alto peso
molecular con estructuras complejas, presencia de compuestos fendlicos y

otros, mostrado por la caracterizacion de este residual (Rodriguez, 2006)

[I.2. Comparacion entre la Fermentacién en estado sélido (FES) y la

Fermentacion sumergida (FS) para produccién de metabolitos.

La FES ha sido descrita por tener una alta potencialidad para la produccion de

enzimas (Pandey, 1991). Ademas este tipo de fermentacion es apropiado



cuando se tiene un interés especial en los procesos donde los productos del

crudo fermentado, pueden ser usados directamente como fuente de enzima.

La utilizacion de los residuos en FES y su adicibn y aplicaciones
convencionales en alimentacion y produccion de enzimas microbianas han
tenido un papel significativo en la biotransformacién incluyendo solventes
organicos, principalmente por componentes bioactivos (Rodriguez, 2005;
Pérez, 2003 ).

Los residuos agroindustriales son generalmente considerados como los
mejores sustratos para los procesos del FES y el uso de FES para la
produccién de enzimas no tiene excepcion en esto. Diferentes sustratos han
sido empleados para el cultivo de diversas enzimas. (Sanchez y Royse, 2002;
Pérez, 2003)

Este sistema ofrece numerosas ventajas sobre el sistema de fermentacion
sumergida incluyendo altura, volumenes, productividad relativamente alta de
concentracion de productos, una menor generacion de efluentes.

Las principales ventajas de la fermentacion sélida con respecto a la fermentacién
sumergida. (Pérez, 2003)

1. Estudios comparativos entre la FES y la FS, muestran que la primera
es mas limpia y con mayores rendimientos.

2. La baja cantidad de agua reduce las posibilidades de contaminacion por
bacterias y levaduras. Esto en algunos casos permite trabajar en
condiciones no estériles.

3. Se puede trabajar en condiciones ambientales similares a las de las
condiciones de habitat naturales cuando se emplean hongos, los cuales
constituyen el principal grupo de microorganismos usados en FES.

4. Hay mayores niveles de aireacion, especialmente en aquellos procesos

que demandan un metabolismo oxidativo intenso.



5. La inoculacion con esporas (en aquellos procesos que involucran
hongos) facilita su dispersion uniforme a través del medio.

6. Los medios de cultivo son, a menudo muy simples. El sustrato
usualmente provee los nutrientes necesarios para el crecimiento.

7. Se emplean disefios de reactores sencillos, con pocos requerimientos
espaciales, debido a la naturaleza concentrada de los sustratos.

8. Son necesarios bajos requerimientos energéticos (en algunos casos el
autoclavado, el tratamiento con vapor, la agitacion mecanica y la
aireacion no son necesarios).

9. Emite pequefos volumenes de efluentes contaminantes. Son
necesarios mas bajos requerimientos de disolventes para la extraccion
del producto por su alta concentracion.

10.La baja humedad puede favorecer la produccion de compuestos

especificos que no pueden ser o pobremente producidos en FS.

11.Debido a la naturaleza concentrada del sustrato, pueden ser usados
reactores mas pequefios en FES, que en FS, con la misma cantidad de

sustrato.

Todas estas ventajas son importantes y deben tenerse en cuenta no sélo por el
aspecto econdmico, sino también por el aspecto ambiental, ya que la
fermentacion en medio sélido de modo general, tiene menor impacto sobre el

medio ambiente.

[1.3. Sistema ligninolitico de los hongos de pudricién blanca.

Los hongos de pudricion blanca son basidiomicetos, comunes en bosques de
pino y encino, la nominacion de estos hongos, deriva de su capacidad de
mineralizacion de la lignina y sus derivados que le da a la madera un aspecto

blanquecino (Pointing, 2001), estos hongos realizan una funcion natural



esencial en la degradacion de la lignina, que es un polimero polifendélico
heterogéneo que se degrada por oxidacion y cuya produccién es de 20.3 x10'2
kg/afio. El reciclaje de la lignina por estos hongos, es un factor fundamental del
ciclo del carbono en los bosques ya que constituye una de las mayores
reservas de carbono organico del suelo.

Los hongos de pudricion blanca secretan varias enzimas extracelulares
oxidativas esenciales en la mineralizacion de lignina. El patrén de actividad de
estas enzimas es especifico del género y especie de hongo de PB involucrado,
por lo que se pueden clasificar en tres grandes grupos segun la produccion de

enzimas extacelulares de su sistema ligninolitico (Kerem y Hadar, 1998):

¢ Grupo Lignina Peroxidasa (LiP) - Manganeso Peroxidasa (MnP): En
este grupo se encuentra el hongo de pudricion blanca mas estudiado
Phanerochaete chrysosporium que es una eficiente degradador de
lignina y que posee ciertas propiedades industriales aprovechables
selectiva en el biopulpeo. Existen otros hongos en este grupo como son
Trametes versicolor, Phlebia rabiata y Bjerkandera adusta entre otros.

¢ Grupo LiP - Lacasa: Solo dos hongos han sido encontrado en este
grupo, los cuales degradan pobremente la lignina a CO; por la ausencia
de la enzima MnP, aln a altas concentraciones de Mn**.

s Grupo Lacasa - MnP: Muchos de los hongos de pudricion blanca no
producen aparentemente LiP, siendo esta la combinacion enzimatica
mas encontrada usualmente. Como ejemplo de este grupo tenemos el
Panus tigrinus, Lentinus tigrinus y Rigidosporus lignosus entre otros.
Dentro de ellos se encuentran hongos comestibles como Pleurotus
Ostreatus que poseen ademas otro sistema enzimatico que involucra a

las enzimas Lacasa y Aril alcohol oxidasa (AAO).



El sistema enzimatico ligninolitico presente en los hongos de pudricién blanca
es muy complejo e implica diferentes actividades, algunas basicas y otras

complementarias, todas necesarias para completar el proceso.

I1.4. Pleurotus sp.

Pleurotus sp. es un hongo comestible del genero de los basidiomicetos, que se
caracteriza por crecer sobre una gran diversidad de sustratos, lo cual lo
convierte en un candidato ideal para el aprovechamiento de desechos
agropecuarios tales como caneros, cafetaleros, paja de arroz etc (Fan y col,
2003 ). Este hongo posee ademas una alta calidad nutritiva y organoléptica de
su cuerpo fructifero (Garcia, 1999), debido a la presencia de proteinas que
contienen todos los amino acidos esenciales, con una calidad muy cercana a la
proteina animal (Lelley, 1987), también contiene carbohidratos poliméricos
tales como el glucégeno y la quitina, y otros compuestos carbonados de bajo

peso molecular.

El hongo Pleurotus sp. Posee una maquinaria enzimatica muy compleja que le
permite degradar los grandes polimeros (lignina y celulosa) que componen la
madera. Entre las enzimas mas ampliamente estudiadas se encuentra la
lacasa y se ha evolucionado para adaptarse a diferentes condiciones
ambientales (Rodriguez, 2005). En tales condiciones cuando las lacasas son
secretadas, funcionan de manera inusual. Esta habilidad adaptativa es
importante en términos de aplicaciones industriales, como por ejemplo, en
blanqueo de textiles, de pulpa de papel, en biorremediacién y en sintesis

organica.



II.5. Caracteristicas generales de las lacasas

[1.5.1. Caracteristicas fisico-quimicas

El rango de pH de mayor actividad de esta enzima es de 4.0 a7.0 con un pH
optimo de 6.0 y una pérdida significante de la actividad a pH 7.5. El intervalo
de temperatura de trabajo es de 24° C a 60° C con una temperatura optima de
50°C y una rapida pérdida de la actividad a temperatura mayores de 60°C,
probablemente por la desnaturalizacion de la enzima (Yaropolov y col., 1994).
El potencial redox es de 0.8-1V. La produccién de esta enzima puede ser
fuertemente inducida por la adicion de CuSQO4 provocando un incremento de la
actividad total y la produccion de una nueva isoenzima (Palmieri y col.1997).
La enzima Lacasa es producida en multiples isoformas en dependencia de la

especie de hongo y las condiciones del medio de cultivo.

I1.5.2. Caracteristicas estructurales y sitios de union al cobre.

Las lacasas son glucoproteinas con 4 atomos de cobre y de peso molecular
variable (D'Souza et al., 1996). Los atomos de cobre estan clasificados en tres
tipos (1,2 y 3) con diferentes propiedades (Shin et al., 1996; Yaropolov et al.,
1994):

Cobre tipo | (T1): es responsable del color azul de la proteina. Tiene una alta
absorbancia en la regién del visible (605 nm) provocada por la unién covalente
cobre-cisteina. Debido al alto potencial redox de este cobre es el sitio donde

ocurre la oxidacion del sustrato.
Cobre tipo 2 (T2): se caracteriza por no presentar absorbancia detectable en

la regién del visible y por tener una alta afinidad por aniones (F’, CN'...) que

actuan como inhibidores de la actividad del enzima.
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Cobre tipo 3 (T3): es un complejo binario formado por un par de iones Cu?®" -
Cu?* unidos por puente hidroxilo con un maximo de absorbancia a 330 nm y un

espectro de fluorescencia caracteristico.

Los cobre T2 y T3 forman un cluster trinuclear que es el lugar donde se reduce
el oxigeno (Thurston, 1994). El cobre del centro T1 es el primer aceptor de
electrones del sustrato. Después los electrones se transfieren secuencialmente
al centro T2-T3 que tras recibir cuatro electrones reducen una molécula de
oxigeno a agua. Asi la oxidacién monoelectrénica del sustrato va acoplada a la

reduccion por cuatro electrones del oxigeno molecular.

11.5.3. Mecanismo catalitico de la lacasa

La lacasa es producida por casi todos los basidiomicetos transformadores de
madera, como parte del sistema enzimatico ligninolitico. La lacasa (p-difenol:
dioxigeno: oxido-reductasa, EC 1.10.3.2) es una multicobre azul oxidasa que
cataliza la oxidacién unielectronica de orto y para difenoles, aminas
aromaticas, por remocion de un electron y un protdn de un grupo hidroxilo para
formar un radical libre (Bezalel y col, 1996). Esta puede ademas catalizar la
ruptura alquil-fenil y C -C de dimeros fendlicos de la lignina y la demetoxilacion.
de muchos compuestos modelos de la lignina (Keren y Hadar, 1998). Su
actividad de oxidacién es acompafiada por la reduccion del oxigeno molecular
a agua, lo cual la diferencia de las peroxidasa, al no necesitar al H,O, en su
accion oxidativa.

Este grupo de oxidasas azules extracelular N-glicosilada puede presentar un
tamarno de 60-390 kDa.

11



Lareaccidon que cataliza la lacasa se puede representar de la siguiente
forma:

4 AH +02 —4A +2 H20 [AH: Dador de electrones] (1)

11.5.4. Sustratos de la lacasa e inhibidores.

Varios sustratos han sido usados para la determinacion de esta enzima tales
como el ABTS ((2,2-azino-bis (3etilbenzotiazolina-6-sulfonato)), el guayacol
(orto-metoxifenol), dimetoxifenol y la syringaldazina. El sustrato artificial de la
lacasa ABTS es el mas comunmente empleado para la determinacion de la
actividad debido a su alta afinidad, pero requiere de un pH acido (pH=3) para
su uso, siendo estable para un rango estrecho del mismo (Palmieri y col.,
1997). Este puede actuar como mediador, permitiendo la oxidacion de
compuestos modelos de la lignina no fendlicos que por su estructura no son

sustratos en particular de la lacasa.

Esta enzima presenta una inhibicién total a concentraciones de 0.05 mmol/L de
acido tioglicolico, y 0.02 mmol/L de acido sédico mientras que para el EDTA
empieza a observarse inhibicion a concentraciones mayores de 50 mmol/L

segun datos reportados por Palmieri y col. (1997).

La oxidacién puede estar controlada por las diferencias en potencial redox
entre los sustratos reductores y el cobre tipo 1 de la lacasa (Thurston, 1994).
Generalmente las lacasas tienen baja especificidad por estos sustratos en
relaciéon al oxigeno. La oxidacidn monoelectronica por la lacasa implica la
formacion de un radical libre. Estos radicales posteriormente pueden ser
oxidados a quinonas por la enzima o bien sufrir reacciones enzimaticas

variadas.
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La oxidaciéon de fenoles frecuentemente produce reacciones de acoplamiento
carbono-carbono y carbono- oxigeno entre los radicales lo que origina
productos de mayor peso molecular que los sustratos, es decir reacciones de

polimerizacion.

[1.6. Aplicaciones de la lacasa.

Las principales aplicaciones de las lacasas se encuentran en la industria del
papel, Principalmente en el blanqueo bioldgico y en la detoxificacion de
efluentes. Existen trabajos sobre inmovilizacion de las lacasas solas o con
mediadores como Pulp-Zyme, Novo-Nordisk (que utiliza la lacasa- ABTS)
(Addleman y Archibald 1993; Reid y Paice, 1994).

Esta enzima inmovilizada ha sido empleada para la detoxificacion de
compuestos fendlicos en vinos (Kersten y col, 1990) y para mejorar la

produccion de etanol de materia prima renovable.

También un nuevo método enzimatico basado en la lacasa se ha desarrollado
para la diferenciacion de morfina de la codeina simultaneamente en muestra

de droga, inyectado en un sistema de deteccién de flujo (Oldair y col; 2003).

Un biosensor de pasta de carbono con un extracto bruto enzimatico modificado
del Pleurotus ostreatus como fuente de lacasa esta propuesta para la
determinacion de catecolamina en formulaciones farmacéuticas. Esta enzima
cataliza la oxidacidn de Adrenalina o Dopamina en sus correspondientes
quinonas y el corriente obtenido en la reduccion electroquimica de cada
producto esta relacionada con la concentracién de estas catecolamina en las

soluciones de la muestra.
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Esta enzima se ha empleado como un sustituyente de la peroxidasa de rabano
(Kersten y col., 1990) en los inmunoensayos enzimatico por ser mas sensible y
simple su uso como marcador, ya que la peroxidasa de rabano exhibe un
amplio espectro de tincion y forma ocasionalmente complejos no productivos

con el H,O,

Existen actualmente numerosas aplicaciones de la lacasa como biosensores,
teniendo como ejemplo los electrodos con enzimas inmovilizadas para medir el
contenido de fenoles de muestras acuosas. (Zouari y col., 1994) y de forma
mas especifica, para la determinacién en jugos de frutas, té, y otros brebajes
(Cliffe y col., 1994; Yaropolov y col., 1994). Lacasas de otras fuentes como
algunas plantas han sido usadas como biosensores para medir oxigeno en

fase gaseosa.
La tendencia de la lacasa de provocar reacciones de polimerizacién no es una
desventaja en biorremediacién puesto que la polimerizacién oxidativa de los

contaminantes puede ser un método efectivo para su eliminacion.

Sin embargo otros autoresplantean que las lacasas naturales no siempre son

adaptables para aplicaciones industriales ( Mayer y Stamples, 2002).
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lll. Materiales y Métodos
Esta investigacion se realizé en los laboratorios del Centro de Estudio de

Biotecnologia Industrial (CEBI) de la Universidad de Oriente.

l.1. Reactivos
ABTS SIGMA
Acido acético IMEFA
Acetato de sodio IMEFA
Acido Cafeico SIGMA
Acido 3,5-dinitrosalicilico PANCREAC
Albumina de suero bovino SIGMA
Carbonato de sodio REACHIM
Citrato  de sodio ANALAR
Cloruro de manganeso (11) MERCK
tetrahidratado
Cloruro de sodio PANCREAC
Dihidrégenofosfato de potasio REACHIM
Dihidrégenofosfato de sodio REACHIM
Extracto de levadura OXOID
Etanol COMERCIAL
Fenol FLUKA
Glucosa REACHIM
Glucosa anhidra PANCREAC
Guayacol SIGMA
Hidrégenofosfato de potasio REACHIM
Hidrégenofosfato de sodio BDH
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Hidréxido de sodio MERCK

Peptona PANREAC
Peroxido de hidrogeno al 30% IMEFA
Siringaldazina SIGMA

Sulfato de cobre pentahidratado REACHIM

Sulfato de magnesio FLUKA
heptahidratado

Sulfito de sodio REACHIM
Tartrato de sodio y potasio REACHIM
.2. Equipos

1) Autoclave vertical (BK-25)

Zaranda (MIZARD.2001)

Espectrofotémetro UV/VIS (GENESYS. 10)

Espectrofotémetro UV/VIS (Shangai Optical Instrument Factory 53WBI)
Estufa (FRANK SKORCZEMKI KG)

Horno (VEBE Bebau)

Balanza analitica (SARTORIO)

w N

o O b
_m O T~~~ ~ ~ ~ ~

~

8) Balanza técnica (NAGEMA)

9) Plancha eléctrica (MLW LP300)

10) pH-metro (MESSGERAT, MV88)

11) Centrifuga clinica (Clay Adams)

12) Incubadora (MYTRON)

13) Filtro Millipore TYPE GS 0.22 ym

14) Agitador magnético (MLW) RDA Modelo UR-2
15) Columna cromatografica (21,4 x 5 cm)

16) Membrana de dialisis (Amicon PM-10)
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[11.3. Organismo

Se trabajo con la cepa CCEBI 3024 del género Pleurotus sp., perteneciente 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.

[1.4. Medio de cultivo empleado

Para el cultivo en medio liquido de este hongo ligninolitico se emple6 el medio
reportado por Martinez (1997) constituido por: 2 % de glucosa, 0.5 % de
peptona, 0.2 % de extracto de levadura, 0.2 % de KH,POy4, 0.05 % de MgSO4 y
150 pmol/L de CuSO, Ademas se utilizaron otros medios de cultivo
comerciales de gran calidad para el cultivo, Agar Papa Dextrosa APD (para el
crecimiento de Pleurotus en placa)

Se ajusto el pH a 6 y se autoclavé a 120 °C y 1 atmdsfera.

l11.5. Soluciones empleadas

» Reactivo DNS: Pesar 10.6 g de acido 3,5-dinitrosalicilico y 19.8 g
NaOH, disolver en 150 mL de agua destilada caliente a 80 °C. Pesar
306 g de tartrato de sodio y potasio, 16 g de fenol y 8.3 g de sulfito de
sodio, disolver en 600 mL de agua destilada. Unir ambas soluciones y
llevar a 1 L con agua destilada. Guardar en frasco ambar en un lugar
fresco (estable por un mes).

= Solucién de guayacol al 20 mmol/L (orto-metoxifenol): disolver 210 uL
de guayacol en agua y enrasar en un volumétrico de 100 m L.

» Solucién tampon acetato de sodio 20mmol/L 6 20 mM: 0,82 g de
NaCH3;0O0 en 100 mL de agua destilada y ajustar a pH 4,5 con una

solucién preparada de acido acético.
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» Solucion tampén fosfato 50 mmol/L: 0.6 g de NaH,PO4 en 100 mL de
agua destilada y ajustar a pH 6 con una solucion preparada con 0.71 g
de NaHPO, disueltos en 100 mL de agua destilada.

» Reactivo de Benedict: Disolver en agua destilada caliente 173 mL de
citrato de sodio y 100 g de Nap,COs. Disolver aparte 17,3 g de
CuS04.5H,0 en 100 mL de agua destilada. Mezclar ambas soluciones

y enrasar a 1 L con agua destilada.

Solucion de patron de seroalbumina bovina: Se prepara una solucion

de concentracion final 1g/L a partir del reactivo.

= Solucion ABTS 20mmol/L (Acido 2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonato)): disolver 1,097g de ABTS en 100 mL de agua destilada y
guardar en un frasco ambar.

» Solucion de siringaldazina (4-Hydroxy-3,5-dimethoxybenzaldehyde

azine) (1mM): disolver 0.0360 g de siringaldazina en 100 mL de agua

destilada.

[11.6. Residuales empleados

» Pulpa de café, la pulpa de café utilizada procede de la finca “La
Mandarina”, Cruce de los Bafios, Santiago de Cuba.

» Extracto liquido de pulpa de café (ELP). residual de la pasteurizacion
de la pulpa, que proviene de la planta de setas comestibles del CEBI.
Para este trabajo se utilizé el residual al 100 %, y suplementado con

los componentes del medio descrito en 111.4.
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lll.7 - Métodos.
[11.7.1. Metodologia experimental

Para el estudio de la produccién de lacasa durante el cultivo de Pleurotus sp.
sobre pulpa de café, se realiz6 un estudio cinético que abarcé la etapa de
colonizacioén (crecimiento del micelio) y otros dos en la etapa de fructificacion
(35 y 60 dias). Para ello se prepararon bolsas de 250 g de pulpa de café
humeda (75 % de humedad) y se inocularon como posteriormente se describe.
La actividad lacasa fue monitoreada, utilizando dos sustratos, guayacol y

ABTS, como se refiere en el acapite lll. 8.4

[1l.7. 2. Cultivo de Pleurotus sp. en ELP:

En este experimento se utiliz6 como inéculo el micelio crecido en una placa de
9 cm de diametro en Agar Papa Dextrosa (APD) de la cepa CCEBI 3024 , el
cual fue raspado con una espatula estéril y adicionado en un erlenmeyer que
contiene 50 mL de NaCl al 1% y agitado vigorosamente. Luego se tomaron 5
mL de esta mezcla y se inocularon en balones de 50 mL de medio sintético o
residual ELP. Este fue el procedimiento empleado para la inoculacion del

organismo, en todos los casos.

Todos los cultivos de micelio fueron sumergidos con agitacién en zaranda en la
oscuridad y con temperatura de 27-30 °C. El tiempo de fermentacién fue de 15

dias a menos que se especifique.
[11.7.3. Cultivo de Pleurotus sp. en Pulpa de café.(Garcia, 1999)

1. Preparacion del indculo.

Para iniciar la produccion del indculo se siembra la cepa en placas Petri con
Agar Malta, colocando una pequeia porcion en el centro de la placa con el
asa de siembra, para lograr una colonia gigante. Se incuba a 28 ° C durante

dos o tres semanas, hasta que el micelio cubra toda la placa.
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Como inéculo primario antes de la siembra en Pulpa de café se utilizé el
trigo. Con las semillas de trigo se procede a su limpieza, remojo en agua
durante 24 horas, desinfeccion con Benomyl y esterilizacion en autoclave a

121 °C durante una hora.

Generalmente para la esterilizacion se emplean frascos de vidrio de boca
ancha (Omnia) de 750 - 1 000 mL aunque también es factible el uso de

bolsas plasticas de polipropileno resistentes al calor.

Cuando el soporte esta completamente estéril y enfriado se procede a su
inoculacion en el propio envase, posteriormente se mantiene en reposo a
una temperatura de 28 — 30 °C, en penumbras hasta lograr la total
propagacion del micelio.

Los frascos inoculados directamente de la placa Petri se llaman inéculos
primarios, los cuales se emplean para inocular en otros frascos; llamados
in6culos secundarios. Para grandes producciones es necesario propagar el
micelio en un numero significativo de frascos, lo cual se logra de inoculos

secundarios a terciarios.

El in6culo producido de esta forma debe ser almacenado en frio (4-6 ° C)

hasta su utilizacion.

2. Preparacion del sustrato.

El procedimiento que se utilizé es el siguiente:

e Moler el residual hasta obtener un tamano de particula entre 1y 3 cm.
e Limpiar el residual y eliminar los cuerpos extrafos.

e Remojar en agua por 24 horas.

e Escurrir.

e Pasteurizar por una hora a 90 °C.

e Escurrir y remojar en solucion fungica al 0.02 % por espacio de 5-10

minutos.
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e Drenar hasta alcanzar un 75 % de humedad.

3. Inoculacién y montaje.

Se realiza mezclando el indculo con el sustrato; a una razon del 10 % de
inéculo con relacién al peso de sustrato humedo; homogeneizando de
forma tal que todo el in6culo se distribuya en el volumen de sustrato. Se
empaca en bolsas de PVC transparentes, cuidando no dejar espacios
libres, se sellan y se eliminan las puntas para favorecer el intercambio con

el medio. Se colocan en los estantes ubicados en el cuarto de colonizacion.

4. Colonizacién.

Se realiza en un local con penumbra a una temperatura entre 26 y 28 °C y
humedad de un 70-80 %. En esta etapa el micelio de Pleurotus sp. se
desarrolla de forma vegetativa sobre toda la masa del sustrato. Al tercer dia
de colocadas las bolsas se realizan perforaciones de 1 cm. de diametro

separadas por 8 cm cada una.

5. Fructificaciéon

Una vez colonizado el sustrato, el hongo cambia de su fase de crecimiento
vegetativa al desarrollo de los cuerpos fructiferos, por lo que se realizan
cambios en las condiciones establecidas para la estimulacién y desarrollo de
los mismos.

-Humedad: Entre 90 — 95 %; se logra mediante el rociado de 3 a 5 veces en el
dia.

-Temperatura: Entre 24 — 26 °C

-lluminacién: Se requiere de mas de 400 lux, en foto periodos de 12 h/dias; se
logra con lamparas fluorescentes en el techo y paredes.

-Ventilaciéon: Es decisivo eliminar el CO, producido durante la respiracion del
hongo, se logra mediante extractor de aire, removiendo el aire 2 6 3 veces por

hora.
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Cuando aparecen los brotes o primordios se comienza a inducir con
iluminacion, una vez desarrollado el cuerpo fructifero o setas, lo cual se indica
cuando la oreja del hongo se encuentra en forma plana, la cosecha se hace
cortando el estipete con un cuchillo, justo a la base del tallo en la unién con el
sustrato, aunque pueden tomarse delicadamente los hongos con las manos,

sin dafarlos y sin producir hoyos en el sustrato.

111.7.4. Extraccion de la actividad enzimatica del cultivo sélido.

Se realizd la extraccion de la actividad enzimatica extracelular producida
durante la fermentacion sélida de Pleurotus sp. sobre pulpa de café como
sustrato. Para ello se tomaron las bolsas de nylon transparente de 30 x 15 cm,
con un contenido de 250 g de pulpa café al 75 % de humedad, sobre las
cuales el hongo crecié. Durante la fermentacion se siguid la cinética de
excrecion de la enzima lacasa en dicho medio cada 7 dias.

Se suspendid el contenido de la bolsa en 200 mL de agua destilada, se puso a
zarandear suavemente durante 1 hora, después se filtré6 con un medio filtrante
(una gasa o papel de filtro) y el sobrenadante se centrifugd durante 10 minutos
a 5000 rpm.

.8 -Métodos analiticos empleados
111.8.1. Andlisis del contenido de azucares reductores por DNS (Miller,

1959)

Fundamento: Este método se basa en determinacién colorimétrica de los
azucares reductores por la formacion de un compuesto coloreado, producto de

la reduccion del acido 3.5-Dinitrosalicilico a 3-nitro-5-aminosalicilico. El
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contenido de azucares reductores es determinado por Interpolacién en la curva

de calibracion.

Procedimiento

1 Curva de calibracion: De la solucién preparada de 1g/L de glucosa
tomar 4, 5,6.5,7.5, 8.5, 10 mL y enrasar en volumétricos de 10 mL.

2 En un tubo de ensayo anadir 0.5 mL de muestra y 1 mL de reactivos
DNS.
Calentar en banos de agua hirviendo 10 minutos.
Enfriar y anadir agua destilada hasta completar 5mL.

Leer contra blanco de reactivo a 530nm.

Calculos
Glucosa (g/L) = X * FD. (2)

Donde X es el valor obtenido por interpolacién en curva de calibracién y FD es

el factor de dilucion.

[11.8.2. Determinacién de Biomasa (APHA; 1998).

La biomasa crecida del hongo fue secada en estufa a 103-105°C hasta peso

constante.

[11.8.3. Fraccionamiento cromatografico del extracto enzimético

extracelular.

Una vez conocidos los tiempos de mayor actividad para la lacasa, se volvieron
a montar bolsas cultivadas con este hongo y se dejo crecer para éste tiempo.
Se procedio a la extraccion, como se describié y luego a la semipurificacion

para la actividad enzimatica de interés (la lacasa).
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Para ello se procedi6 a la extraccion de los caldos a los 10 dias y luego a los
14 dias del cultivo de Pleurotus sp. CCEBI 3024 en pulpa de café. Para la
obtencion del caldo se procedid a resuspender el contenido de las bolsas
plasticas previamente colonizado en buffer fosfato a pH 6,5 y en agua destilada
para 10 dias y 14 dias de fermentacién respectivamente, puesto que las
determinaciones se hacen en fase acuosa. Luego se puso en agitacion durante
una hora, después se filtré con una gasa y papel de filtro. Las proteinas
extracelulares fueron separadas del medio mediante precipitacion del medio
filtrado, empleando (NH4).SOs hasta el 80% de saturacién y posterior
centrifugacion a 5.000 rpm por 30 minutos. El precipitado fue resuspendido en
tampon fosfato de sodio 50 mmol/L a pH 6,5 y dializado contra el mismo buffer
al menos tres veces por un espacio de 24 horas. La muestra fue nuevamente
centrifugada y el sobrenadante cargado a una columna cromatografica (21,4 x
5 cm) de Q- Sepharose Fast Flow previamente equilibrado con el mismo
buffer. La columna se lavé a un flujo de 0.5 mL/min con 200 mL del fosfato y la
proteina retenida en la matriz, se eluyé con la aplicacion de un gradiente
discontinuo de NaCl de 0.1, 0.3 y 0.5 mol/L (100 mL). El eluato se colect6 en
fracciones de 4 mililitro y las fracciones activas fueron identificadas por valores
de actividad lacasa, usando ABTS y guayacol como sustratos. Finalmente se
agruparon las fracciones que contienen mayor actividad lacasa y se

determinaron la concentracién de proteinas por Microbiuret.

111.8.4. -Determinacion de la actividad lacasa

e La actividad lacasa se determind mediante la oxidacion de del sustrato
guayacol a 470 nm (Palmieri y col., 1997), (€=6740 M".cm™) en una
mezcla de reaccion a 30° C, que contiene 10 mmol /L de guayacol y 50
mmol A de tampdn fosfato a pH 6 y una alicota de 200 uL de la

muestra, para un volumen final del ensayo de 2mL.
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e El ensayo de la actividad lacasa con ABTS se realiz6 segun
modificacion realizada por Palmieri y col. (1997) al método descrito por
Wolfenden Wilson (1982). La mezcla de la reaccién contiene 20 mmol AL
de ABTS en 0,1 mol /A de tampodn citrato de sodio, pH 3,0. La oxidacién
del sustrato ABTS se siguio a través del incremento de la absorbancia a
420 nm (€=36000 M cm™).

[11.8.5 - Determinacion de proteinas

La concentracion de proteinas de los sobrenadantes de los cultivos se midié
por el método de Microbiuret utilizando el reactivo de Benedict y una solucién
alcalina de NaOH al 3% en un espectrofotdmetro UV/VIS Genesys 10 (USA) a
330 nm, utilizando la extrapolacion en una ecuacion de regresion lineal
estandarizada con albumina de suero bovina: Y= (1,4321X-0,0026) R?*=

0,9997. (Fig.11)
111.8.6 -Caracterizacion cinética

Para la caracterizacion cinética se emplearon tres sustratos: ABTS, guayacol y
la siringaldazina. Se determiné la actividad enzimatica usando estos sustratos
con los siguientes ensayos:
% ABTS: La mezcla de la reaccion contiene 20 mmol /A de ABTS en 0,1
mol/L a diferentes concentraciones (20uL, 50 pL, 100 uL, 150 pL y 200
ML) de tampodn citrato de sodio, pH 3,0 (1600 uL) y una alicuota de 200
WL de la muestra, para un volumen final del ensayo de 2mL.
% Guayacol: La mezcla de la reaccion contiene 10 mmol /L de guayacol a
diferentes concentraciones (250uL, 500 pL, 750 yL y 1000 pyL ) y 50
mmol AL de tampon fosfato a pH 6 (800 pL) y una alicuota de 200 uL de

la muestra, para un volumen final del ensayo de 2mL.
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+ Siringaldazina: La mezcla de la reaccion contiene 1 mmol A de
siringaldazina a diferentes concentraciones (250uL, 500 pL, 750 pL vy
1000 pL) y 50 mmol AL de tampdn fosfato a pH 6 (800 L) y una alicuota

de 200 yL de la muestra, para un volumen final del ensayo de 2mL.
Para todos los casos, la muestra es cada fraccion (Pool): I, Il, Il y U (unido) los
que fueron preparados para una dilucion de 1/10 en volumétrico de 10 mL se
hizo el ensayo para diferentes concentraciones de sustrato para fraccion y se
calcul6 graficamente el inverso de la actividad enzimatica y de la concentracion
de sustrato, para valorar el cumplimiento del grafico de Lineweaver Burk para

la determinacion de los parametros cinéticos de las enzimas (Aehle,2004) .

[1.8.7 - Caracterizacion espectroscopica

Se hizo la caracterizacion espectroscopica de cada fraccién en el rango de
longitud de onda desde 200 nm hasta 700 nm (UV-VIS).

I11.9. Andlisis estadisticos de los resultados.

En cada estudio se realizd6 experimentos tipos, en los cuales se proces6é de 3
a 5 réplicas para cada tratamiento. Para el tratamiento estadistico de los
resultados se utilizé el software STATGRAPHICS Plus™ 5.1 (version Abril
2002). Se utiliz6 las herramientas de Analisis de Regresion y Comparacion de
Rectas de Regresion, ANOVAS de Clasificacidon simple; y se aplicaron disefios
completamente aleatorizados (DCA) y estudios cinéticos. En el caso de
diferencias  estadisticamente  significativas entre los tratamientos
experimentales, las medias fueron comparadas dos a dos mediante la prueba

T de Student. En todos los casos se utilizé un nivel de significacion del 0.05 %.
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IV. Resultados y discusion.

Para el desarrollo de este trabajo se utilizé la cepa CCEBI 3024 por ser la mas
empleada y estudiada en el CEBI, ademas de su facilidad para crecer a

temperatura ambiente y sobre diversos sustratos.

IV.1. Excrecion de la lacasa de Pleurotus sp. en FS.

Para el conocimiento del crecimiento en medio liquido de este hongo se
procedié a monitorear su desarrollo en medio sintético sumergido y en el medio
residual ELP (100 %) fuertemente coloreado. El ELP se uso al 100%, pues si
se diluye el residual para tratarlo, se generan mayores volumenes a tratar y
ademas se conoce de trabajos anteriores que existe tolerancia a este residual
al 100% (Alvarez, 2004).

Se siguid a su vez la excrecion de lacasa en estos medios, por el interés que
existe en esta enzima, pues se ha probado su participacion en la decoloracion
de aguas residuales conteniendo colorantes (Rodriguez, y col 2003); ademas
de las ventajas del empleo de esta forma inmovilizada en procesos industriales
de tratamiento, pues no requeriria la adicién de peroxido de hidrogeno como es

el caso de otras enzimas ligninoliticas.

Durante el crecimiento del hongo en medio sintético (Fig. 1) se muestra el
consumo de la fuente de carbono utilizada (glucosa) pues se conoce en otros
trabajos, que esta es requerida en concentraciones superiores a 5 g/L para
mostrar su actividad de decoloraciéon. Se evidencia la producciéon de lacasa
durante todo el crecimiento de Pleurotus, por lo que a diferencia de otros
hongos, la aparicién de esta enzima no esta asociada al agotamiento de los

nutrimentos y por tanto, no debe considerarse un metabolito secundario. De
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ahi que el establecimiento de condiciones apropiadas para el crecimiento del

hongo beneficiaria la excrecion de enzimas.

Se aprecia un crecimiento apropiado del hongo en el residual ELP ( 19.1 g/L
promedio) para 10 dias de -cultivo, obteniéndose valores de biomasa
superiores, a los obtenidos en medio sintético ( 5 g/L ) o en otros trabajos con
16 dias de fermentacion (8,6 g/L) (Guillén y col., 1998). Se obtuvo mayor
crecimiento micelial en este, que los obtenidos en otros trabajos donde es
crecido el hongo en residuales similar en composicion reportandose valores de
biomasa por debajo de 5 g/L (Nieto y Sanchez, 1997). Los pellets obtenidos
durante el crecimiento micelial, tipico del cultivo sumergido con agitacion,
resultaron bastante homogéneos; siendo pequefos y abundantes en los

primeros 5 dias (0.2-0.3 cm).

La produccién de lacasa esta directamente relacionada con la cantidad de
biomasa producida, al igual que de otras especies de Pleurotus (Das y col.,
1997). En contraste con otros hongos ligninoliticos en los que la actividad
ligninolitica se expresa e incrementa en concentraciones limitantes de
nutrimentos en el cultivo, ej. las actividades lignina peroxidasa y manganeso
peroxidasa de Phanerochaete chrysosporium, en Pleurotus la lacasa no es
regulada por condiciones limitantes de nutrimentos; pues cantidades
suficientes o en exceso de estos estimulan esta actividad y la produccién de

biomasa.

Como se aprecia al comparar la actividad lacasa y la actividad peroxidasa, se
observa mayor actividad de la primera en el medio conteniendo residual y
perfiles diferentes de excrecion (Fig.2). En medio sintético hay una actividad
creciente de lacasa, mientras que en el medio no convencional la actividad

presenta un pico y luego decrece.
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En este medio con ELP se obtiene un pico de actividad lacasa alrededor del
9no dia. La mayores actividades fueron obtenidas en el medio con ELP (8.53

U/mL) comparado con el medio sintético (1.5 U/mL).

Como se observa en la Fig.2 hay una disminucion de la carga contaminante de
este residuo, se reduce la DQO, lo que ratifica la capacidad remediadora de

esta cepa de Pleurotus.

Similar comportamiento de la actividad lacasa ha sido evidenciado en estudios
con hongos de pudricion blanca productores de lacasa-MnP (Kerem y col.,
1992).

IV.2. Excrecidon de la lacasa de Pleurotus sp. en FES.

Previo a la determinacién de la actividad enzimatica como resultado del
crecimiento del hongo en pulpa de café, se requiere proceder a la extraccion
de la misma en dicho medio, pues las determinaciones se efectuan en fase
acuosa. Resulta de vital importancia elaborar un método que permita obtener

mayor cantidad del producto a detectar y de forma activa.

En el transcurso del crecimiento del hongo Pleurotus sp. se siguié la excrecion
de la enzima lacasa durante un tiempo de fermentacion de 60 dias, hasta la
etapa de fructificacion, donde se observa un aumento de produccion de enzima
en la etapa de colonizacion, obteniéndose los mayores valores a los 14 dias y
luego un descenso después de la etapa de colonizacion. Como se muestra en
la figura.3. se obtiene un pico de actividad lacasa alrededor del 14 dia frente al
ABTS 2.41 U.g-1 y luego decrece la actividad enzimatica. Las mayores
actividades fueron obtenidas en guayacol 5.92 U.g*,8.48 U.g" y 8.24 U.g™* de
los tiempos 14, 21 y 35 dias respectivamente. En las mediciones la actividad

29



frente al sustrato ABTS ha sido disminuida, a pesar de que es el sustrato mas
utilizado para la determinacién de la lacasa debido a su alta afinidad y
especificad (Palmieri y col., 1997). Sin embargo el guayacol resulta exhibir
mayores valores de actividad lacasa en comparacion al ABTS, por tener una
alta afinidad por los compuestos de estructuras fendlicas y de algunas
fenoloxidasas que no sean las lacasas, puede estar subvalorando la actividad

enzimatica con el ABTS.

También esto puede ser provocado por otros factores, tales como el cambio
de especificidad al sustrato o la aparicién de un tipo de isoenzima de la lacasa,
y/o una sobreestimacion de la actividad, debido a la interferencia de los
taninos y otras sustancias fendlicas, las cuales son comunmente usadas como
inductores de lacasa fungica y se ha demostrado que bajo condiciones de
reaccion con la ausencia de enzima, el acido tanico (TA) es capaz de llevar a
cabo de una reducciéon quimica de ABTS" (Terrén, M.C, y col 1997). Mientras
con el guayacol la actividad especifica aumenta de la misma manera en que
aumenta la produccién de proteina extracelular (0,90 U/mg y 8,80 mg/mL)
respectivamente y ocurre una caida a los 21 dias de la fermentacion.

Esto corrobora los datos obtenidos por (Kerem y col, 1992; Martirani y col,
1996) con Pleurotus ostreatus sobre biomasa de pseudostallo, el cual fue
observado a los 10 dias de fermentacion (lacasa 0.47 x 102 Ug™). Otros
autores reportan picos maximos de actividad lacasa en 8 y 20 dias de FES de
bagazo con F. velutipes (Pal y col.,, 1995) y con Pleurotus pulmonarius se
reporta un maximo a los 7 dias (Nerud y col.,, 1991). Por lo que esa etapa
resulta ser 6ptima para la cuantificacién de la enzima.

Se obtuvieron niveles inferiores de excrecion de lacasa con esta misma cepa
en pulpa de café (7.47x102 Ug™") a los 60 dias (Kourouma, 2005) y a los 40
dias de incubacion sobre residuos cafieros (12.5x10?Ug™") (Ortega y col.,
2001). Conociendo que la actividad lacasa se induce en estos residuos por la

presencia de compuestos lignoceluldsicos o derivados fendlicos, es posible
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inferir que el decrecimiento paulatino de la actividad durante el periodo de
degradacion, es debido a la limitaciéon de la fuente carbonada; conociendo
ademas que la lacasa de Pleurotus no esta regulada por condiciones limitantes
de nutrientes, por lo que se ve favorecida la produccién de la misma durante la
primera etapa del crecimiento micelial (Rodriguez y col., 2003). Por lo que se
infiere que para el tiempo de fermentacion ensayado la produccion de lacasa

disminuye.

Continuando con la evaluacién de la cepa CCEBI 3024 en cuanto a excrecion
de la lacasa y la produccion de proteina, se muestra un aumento de la
produccién de proteina y un aumento de la actividad especifica al final de la
etapa de colonizacion frente al sustrato guayacol, 0.9 U/mg de enzima, y 8.80
mg/mL de proteina, luego de los 21 dias hay un decrecimiento paulatino
durante la etapa de fructificacién (Fig.4), eso se corrobora en otros trabajos
(Ortega, 2001). Sin embrago frente al ABTS solo observa un maximo a los 14

dia y luego decrece.

Comparando el segundo tiempo de fermentacion hasta 14 dias, se observa un
comportamiento similar con la produccion de proteina y la deteccién de la
actividad lacasa con el guayacol, después un maximo de actividad especifica
0.506 U/mg y 13.044 mg/mL de proteina a los 10 dia y luego decrece. Sin
embargo con el ABTS se ha mantenido durante todo el crecimiento del hongo
hasta el final de la cinética, con valores aun menores en comparacion con el

guayacol, 0.0999U/mg actividad especifica (Fig.5).

Por otra parte y de acuerdo a estudios previos (Velasquez-Cedefio, M y col
2002) que demuestran el potencial que representa la excrecion de lacasa
durante la colonizacién del sustrato, indica un incremento de la actividad
enzimatica en la etapa vegetativa del hongo y luego una disminucién de la
actividad en la etapa de fructificacion, asi como para la defensa del hongo
(Savoie y col., 1998).
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Aunque en otros trabajos se emplearon cepas de P. ostreatus y P. pulmonarius
que presentaron produccién de la enzima lacasa en las condiciones
evaluadas, especialmente en el medio de AEM (Agar Extracto de Malta), los
valores alcanzados fueron marcadamente menores a los producidos por las
cepas de P. djamor ,y pulmonarius , esta ultima especie se habia citado la
produccion de la enzima durante su ciclo de cultivo (Nieto y col 1997), pero no
se tenian estudios comparativos a nivel de laboratorio con otras especies de
Pleurotus comerciales, las actividades de las cepas de P. djamor cultivadas en
AEM variaron de 1.7 a 9.1 U/disco en C1, y de 1.9 a 9.5 U/disco en C2, con
promedios de 4.5 y de 3.5 U/disco.; mientras que en nuestro trabajo con este
genero Pleurotus sp. sobre pulpa de café obtuvimos mayor actividad de la
enzima sin suplemento, y consecuentemente, se logra inhibir el crecimiento de
otros microorganismos competidores (Alvarado, O., Z. 2003). Por lo tanto, se
considera que la induccién de la lacasa favorece una mas rapida adaptacion a
un nuevo sustrato y una mayor competitividad con otros microorganismos.

En la Fig. 4a se presentan los cuerpos fructiferos obtenidos en la fructificacion
del experimento VI.2. Como se puede ver, las setas poseen las caracteristicas

adecuadas, lo mismo resulté desde el punto de vista organoléptico.

IV.3. Purificaciéon de la enzima por Cromatografia de intercambio ionico.

La cromatografia de intercambio iénico del crudo a los 10 dias de fermentacién
resolvio tres isoenzimas de lacasa frente a ABTS (Fig.6) designadas como A,
B. y C, de las cuales la isoenzima B fue la que presenté mayor actividad y mas
estabilidad durante los pasos posteriores de purificacion para el sustrato ABTS
y para el guayacol resultdé una sola isoenzima C que fue la que presenté mayor
actividad de todas con 8.84 U/mL referida a la fraccion 18 (Fig.7) y que

coincide con el pico C detectado con el ABTS..

Sin embargo la purificacion del crudo a los 14 dias, como se observa en las

(Figuras 8 y 9). hay una coincidencia de los picos de las fracciones 19 y 21
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correspondientes 0.65 U/mL y 0.21 U/mL actividad con el ABTS y 19.29 U/mL

y 2.77 U/mL actividad con el guayacol siendo superior con el guayacol.

Durante la purificacion con Q-Sepharose Fast Flow, las isoenzimas Ay C
perdieron mucha actividad, lo cual impidié realizar la caracterizaciéon
espectroscopica de manera efectiva y observar los picos minuciosamente. La
isoenzima C fue purificada y fue la unica de las isoenzimas de la lacasa
obtenida a la cual se le realiz6é la caracterizacion cinética y espectroscopica
cerca a la region del visible a 660 nm aproximadamente (Fig.10), y se refiere a
una lacasa tipo I; que es la responsable del color azul de la enzima. Tiene una
alta absorbancia en esta region por la union covalente cobre-cisteina (Shin et
al., 1996; Yaropolov et al., 1994). Debido al alto potencial redox de este cobre

en el sitio donde ocurre la oxidaciéon del sustrato.

IV.3.1. Eluciéon de las isoenzimas.

En la purificacién del crudo enzimatico en la columna Q-Sepharose Fast Flow
se observa una elucion definida de las isoenzimas, ver Fig. 6; 7 y 8,9. y
aparecen las fracciones correspondientes a las isoenzimas para actividad
lacasa, ellas fueron colectadas por separado frente a diferentes sustratos.

En el caso del ABTS se aplicé un gradiente discontinuo de NaCl y la fraccidn
correspondiente al pico menor, la isoenzima A; eluyé con el buffer de lavado;
los picos correspondientes a las isoenzimas B y C se eluyeron entre 0.3 a 0.5
M NaCl para la purificacion del crudo enzimatico de 10 dias, ese mismo
comportamiento ocurre para la purificacion del crudo a los 14 dias (ver Fig.6 y
8).

Sin embargo frente al sustrato guayacol la fraccién correspondiente al pico C
(Fig.7) eluyo en el intermediario del gradiente de concentracion de 0.3-0.5, fue
el unico pico detectado para ese tiempo de fermentaciéon. En tanto en la Fig.9,
se observan dos picos bien definidos y se eluyeron entre 0.3 a 0.5 M NaCl

para la purificacion del crudo enzimatico de los 14 dias. Pero el pico C para
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ambos tiempos de fermentacion eluyeron practicamente con la misma
concentracion del gradiente.

Las lacasas purificadas de acuerdo al procedimiento planteado, se obtuvieron
con un porciento de recobrado de 0.865% y 0.149% y un grado de pureza de
0.631% y 0.106 frente a los sustratos guayacol y ABTS respectivamente para
la purificacion del crudo enzimatico del dia 10 (Tabla. 1 y 2); y para los 14 dias
con un porciento de recobrado de 0.327% y 0.280 % y un grado de pureza de
1.687% y 5.16% frente a los sustratos guayacol y ABTS respectivamente
(Tabla. 3y 4).

Las sales remanentes del crudo se eliminaron por didlisis utilizando una
membrana Amicon PM-10.

Es necesario completar la caracterizacion con el estudio electroforético.

IV.4. Caracterizacion cinética de la enzima.
Determinacion de constantes cinéticas

Se ensayaron diferentes concentraciones del ABTS vy del guayacol y se
determinaron las actividades (A.E) de lacasa fijando 3 minutos como tiempo de
ensayo para el guayacol y 1 minuto para el ABTS. Luego se realizé la
determinacion de los inversos de las A.E y de la concentracién de los sustratos
por la transformacion de ecuacién de Michealis-Menten para obtener la
denominada representacién de Lineweaver-Burk. Cada punto constituye la
media de tres mediciones y se tomaron dos réplicas del cultivo. El extracto
enzimatico proviene de un cultivo de 14 dias de fermentacion.

Los valores obtenidos fueron transformados mediante los graficos de
Lineweaver-Burk para obtener los valores correspondientes de la Ky aparente
de 1,59.10° mol/L y 5,12.10° mol/L para guayacol y ABTS respectivamente,
encontrandose en el orden permitido (Aehle, 2004). De estos valores se infiere

que la isoenzima C tiene mas afinidad con el guayacol. Los valores de Vmax
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aparente de 0,736 U/min y 243,90 U/min para guayacol y ABTS

respectivamente (Fig.12 y 13).

V. Conclusiones

1.

La pulpa de café y el residual de la pasteurizacion de la pulpa de café,
resultan beneficiosos para el cultivo y excrecion de la enzima lacasa
con la cepa CCEBI 3024.

Se establecieron las condiciones de extraccion y purificacion de las
lacasas en los residuales del café.

La produccion de la lacasa aumenta en la etapa vegetativa de la FES,
y resulta la mejor etapa para la obtencién de esta enzima.

Se detecto la excrecion de tres isoenzimas de lacasa, se caracteriza

una de ellas como lacasa de tipo |.
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VI. Recomendaciones:
o Continuar el estudio y la caracterizacion de las lacasas, en particular el

estudio electroforético.
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Tabla 1. Purificacion | de la lacasa de la Cepa CCEBI 3024 (10 dias)

Paso de la Activida | Actividad C(x) de Actividad % de Grado
purificacion d Lacasa Proteina | Especifica de
Lacasa total (mg/mL) (U/mg) Recobrad | Pureza
U/mL (U/mL) 0 (%)
1. Caldo inicial | 0.361 72.2 1.675 0.216
(Vol. 100mL)
2. precipitacion | 13.63 817.8 22.45 0.607 11.33 2.8
por salado
(Vol. 40mL)
3.(Vol.31mL)
Cromatografia
de intercambio
ionico
Pool I. 0.000 0.000 0.725 0.000 0.000 0.000
Pool Il. 0.008 0.464 1.45 0.006 0.0064 0.027
Pool IlI. 0.175 10.15 11.23 0.016 0.141 0.074
Pool U. 0.003 0.174 2.33 0.001 0.0024 0.005
Total 0.186 10.786 15.735 0.023 0.1498 0.106

La actividad lacasa fue medida usando como sustrato el ABTS.

Tabla 2. Purificacién | de la lacasa de la Cepa CCEBI 3024 (10 dias)
Paso de la Activida | Actividad C(x) de Actividad % de Grado
purificacion d Lacasa Proteina | Especifica de
Lacasa total (mg/mL) (U/mg) Recobrado | Pureza
U/mL (U/mL) (%)

1. Caldo inicial | 1.097 219.4 1.675 0.655

(Vol. 100mL)
2. precipitacion | 30.19 1811.4 22.45 1.345 8.26 2.05
por salado
(Vol. 40mL)
3.(Vol.31mL)
Cromatografia
de intercambio
iGnico
Pool I. 0.030 1.74 0.725 0.041 0.0079 0.063
Pool Il. 0.096 5.568 1.45 0.025 0.025 0.102
Pool Ill. 3.071 178.12 11.45 0.274 0.813 0.418
Pool U. 0.074 4.29 2.325 0.032 0.019 0.048
. 3.271 189.72 15.95 0.372 0.865 0.631
Total

La actividad lacasa fue medida usando como sustrato el guayacol.




Tabla 3.

Purificacion Il de la lacasa de la Cepa CCEBI 3024 (14 dias

Paso de la Actividad | Actividad C(x) de Actividad % de Grado
purificacion Lacasa Lacasa Proteina | Especifica de
U/mL total (mg/mL) (U/mg) Recobrado | Pureza
(U/mL) (%)
1. Caldo inicial | 1.321 132.1 11.03 0.120
(Vol. 100mL)
2. precipitacion | 1.76 70.4 20.85 0.084 0.533 0.7
por salado
(Vol. 40mL)
3.(Vol.31mL)
Cromatografia
de intercambio
ionico
Pool I. 0.596 18.48 1.36 0.437 0.14 3.64
Pool II. 0.211 6.54 8.90 0.024 0.05 0.2
Pool IlI. 0.211 6.54 3.20 0.066 0.05 0.55
Pool U. 0.165 5.12 1.78 0.093 0.04 0.77
Total 1.035 36.68 15.24 0.622 0.28 5.16
La actividad lacasa fue medida usando como sustrato el ABTS.
Tabla 4. Purificacion |l de lalacasa de la Cepa CCEBI 3024 (14 dias)
Paso de la Activida | Actividad C(x) de | Actividad % de Grado
purificacion d Lacasa Proteina | Especifica de
Lacasa total (mg/mL) (U/mg) Recobrad | Pureza
U/mL (U/mL) 0 (%)
1. Caldo inicial | 8.806 880.6 11.03 0.799
(Vol. 100mL)
2. 7.28 291.2 20.85 0.35 0.331 0.44
precipitacion
por salado
(Vol. 40mL)
3.(Vol.31mL)
Cromatografia
de intercambio
iGnico
Pool I. 7.374 228.59 1.36 5.412 0.26 6.77
Pool II. 1.128 34.97 8.90 0.127 0.04 0.16
Pool III. 0.705 21.86 3.20 0.220 0.02 0.28
Pool U. 0.185 5.74 1.78 0.104 0.007 0.130
Total 9.392 291.10 15.24 5.863 0.327 1.687

La actividad lacasa fue medida usando como sustrato el guayacol.
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Figura 2. Cinética de crecimiento de la cepa CCEBI 3024 en ELP, excrecién de las enzimas., y su
influencia en la reduccién de los azucares reductores y DQO.
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Figura 3. Produccion de la enzima lacasa de la cepa CCEBI 3024 en FES.
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Figura 4. Cinética de crecimiento y excrecion de lacasa en FES durante 60 dias de fermentacion.
Cada punto es el valor promedio de tres mediciones.
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Figura 5. Cinética de crecimiento y excrecion de lacasa en FES durante 14 dias de fermentacion.
Cada punto es el valor promedio de tres mediciones
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Figura 6. Cromatograma del crudo enzimético de las lacasas para 10 dias de fermentacion,
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empleando ABTS como sustrato.
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Figura 10. El espectro de la isoenzima C frente a guayacol (Lac 1) se observa un pico cerca 660nm

en la region del visible.
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Figura 12. Gréfico de Lineweaver-Burk para la isoenzima C( Lac I) , empleando ABTS como

sustrato.
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Figura 13. Grafico de Lineweaver-Burk para la isoenzima C( Lac I) , empleando guayacol como
sustrato.

Figura 4a. Cuerpos fructiferos de la cepa CCEBI 3024 a los 60 dias de fermentacién.



