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LEYENDA 

ABTS: Acido 2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato). 

C/N: Relación carbono – nitrógeno. 

CCEBI: Colección de Cultivos del Centro de Estudios de Biotecnología Industrial. 

CEBI: Centro de Estudios de Biotecnología Industrial. 

CUC: Peso cubano convertible. 

CUP: Peso cubano (moneda nacional) 

EB: Eficiencia biológica (g setas frescas / g sustrato seco). 

ECE: Extracto crudo enzimático. 

ECICC: Estación Central de Investigaciones de Café y Cacao. 

εo: Coeficiente de extinción molar. 

FES: Fermentación en estado sólido. 

FS: Fermentación sumergida. 

HPLC: Cromatografía líquida de alta presión (High Pressure Liquid Chromatographic). 

ICIDCA: Instituto Cubano de Investigaciones de los Derivados de la Caña de  

Azúcar. 

NC: Norma cubana. 

ND: No determinado. 

Ø: Diámetro (mm). 

OIC: Organización Internacional del Café. 

P: Precocidad (días). 

R: Rendimiento (g setas frescas / g sustrato húmedo). 

S: Sustrato (gramos).  

SDS-PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de dodecilsulfato 

de sodio. 

TP: Tasa de producción (g setas frescas / g sustrato seco / día). 

X: Biomasa (gramos).  

 



 
 
 
 

SÍNTESIS 
 

En la presente investigación se estudió la capacidad biotransformadora de Pleurotus spp. 

en la producción de setas comestibles y enzimas lacasas por medio de la fermentación en 

estado sólido de la pulpa de café, empleando seis cepas P. ostreatus y una P. sajor-caju, 

se evaluó la influencia positiva de la mezcla pulpa de café con la viruta de madera y con 

las cáscaras de cacao y coco; se estudió el efecto del contenido de nitrógeno del sustrato 

sobre la producción de setas comestibles y la biotransformación de una molécula modelo 

de tanino condensado, la pocianidina B2, a través de la producción de enzimas lacasas. 

Se empleó la fermentación en estado sólido como técnica biotecnológica por ser cada día 

más utilizada para valorizar subproductos de las agroindustrias, ofrecer ventajas sobre la 

convencional fermentación sumergida, ser económica y sencilla su aplicación, y por 

tener menor impacto sobre el medio ambiente. La pulpa de café resultó ser el sustrato 

que ofrece la mayor eficiencia biológica con 1,68g setas frescas/g sustrato seco, superior 

al resto de los sustratos puros; éstos mejoraron sus valores de eficiencia biológica 

cuando se mezclaron con la pulpa de café y se logró eliminar las pérdidas por bolsas 

contaminadas, haciendo más sanitaria y económica la producción de setas comestibles. 

Las mejores cepas productoras de setas comestibles fueron CCEBI 3027 y CCEBI 3021 

con 4,5 y 3,4g de setas frescas/g de sustrato seco/día, respectivamente. Para una misma 

cepa los valores de eficiencia biológica son mayores en el sustrato que posee mayor 

contenido de nitrógeno (2,9% base seca), que es la pulpa de café.  

Se estudió la cinética del Pleurotus spp. sobre pulpa de café durante la fase vegetativa 

usando el sistema Raimbault a diferentes escalas; se detectó actividad lacasa durante el 

crecimiento, la cepa CCEBI 3023 logró el mayor valor (25Ug-1). Las concentraciones de 

compuestos tóxicos en la pulpa de café decrecieron (con máximos de 24% para cafeína y 

53% para fenoles totales); todos los crudos enzimáticos producidos por las cepas 

estudiadas transforman la procianidina B2 en diferente extensión, la cepa CCEBI 3023 

fue la mejor biotransformadora (100%), superior a las referenciadas con  Aspergillus.    
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INTRODUCCIÓN 

La protección del medio ambiente se convierte cada vez más en una prioridad a tener en 

cuenta por el hombre, pues de la calidad del entorno depende su vida y la de los demás 

organismos. 

Desde finales del siglo pasado se ha venido prestando gran interés a la búsqueda de 

soluciones a los problemas medioambientales y en especial, a evitar la contaminación 

del entorno provocada por el vertimiento de los subproductos de las industrias. Desde 

julio de 1997, en Cuba se aprobó en la Asamblea Nacional del Poder Popular, la Ley 81 

del Medio Ambiente, la cual ha logrado imponerse gradualmente a favor de la naturaleza 

y sus recursos. 

En este sentido la fermentación en estado sólido es cada día más utilizada para 

valorizar subproductos de las agroindustrias. Como técnica biotecnológica la 

fermentación en medio sólido ofrece ventajas sobre la convencional fermentación 

sumergida, por ser económica y sencilla su aplicación y ser la que tiene menor impacto 

sobre el medio ambiente (Pérez-Guerra y col., 2003). 

Problema. 

La producción de café es un ejemplo destacado de agroindustria de nuestro país que 

genera de forma colateral grandes volúmenes de pulpa de café, un subproducto 

lignocelulósico derivado del objetivo central de la actividad cafetalera. Este material, por 

lo general, tiene poca salida de aprovechamiento y en algunos casos su acumulación 
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puede llegar a plantear problemas de carácter obstructivo o contaminante. Desde los 

años ochenta, muchos investigadores han fijado su atención en la pulpa de café como 

sustrato para el cultivo de setas comestibles Pleurotus (Guzmán y col., 1993; Martínez-

Carreras y col., 2000). El resultado de esos trabajos es la puesta a punto de una serie de 

técnicas de procesado de este material de gran interés práctico. La pulpa de café fresca 

tiene una cantidad apreciable de materiales fermentables, susceptibles de 

contaminaciones bacterianas y fúngicas y de invasión de insectos, así que necesita ser 

homogenizada y estabilizada para un mejor manejo y aprovechamiento posterior en la 

fermentación en estado sólido.  

El cultivo de setas comestibles en Latinoamérica se inició a finales de los años treinta y 

su crecimiento ha sido extraordinariamente lento durante los siguientes 50 años debido a 

varias razones: el hermetismo total por parte de los pocos productores en ese tiempo; la 

nula información, difusión y desconocimiento total respecto al cultivo de setas 

comestibles por parte de instituciones agrícolas y como consecuencia de ésto; la poca 

producción y consumo de setas. Estos factores hicieron y continúan haciendo de éste 

producto un alimento un tanto elitista y dieron lugar a que el crecimiento de las 

empresas productoras de setas fuera prácticamente unilateral (Fernández, 2004). 

También en la década del 80 del siglo pasado se comenzaron a emplear los hongos de 

pudrición blanca en la descontaminación de residuales, por su capacidad de degradar 

diversos compuestos de compleja estructura molecular, al tener un sistema enzimático 

ligninolítico extracelular de baja especificidad (Tien y Kirk, 1984). Este sistema lo 

componen enzimas del tipo oxidorreductasas como la lignina peroxidasa, la manganeso 

peroxidasa o la lacasa, que permiten la degradación por vía oxidativa de componentes 
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estructurales de la lignina y compuestos de estructuras similares. Dentro de este grupo 

fisiológico de hongos, es Phanerochaete chrysosporium la especie más estudiada 

(Higson, 1991). 

Los basidiomicetos de pudrición blanca son los microorganismos ligninolíticos más 

eficientes de la naturaleza. Ellos poseen un mecanismo único que permite descomponer 

la lignina, mediante la producción de enzimas extracelulares. Además de lo anterior, 

Pleurotus ha sido intensamente estudiado por la gran importancia científica y práctica en 

la producción de setas y enzimas (Leonowicz y col., 2001; Ikehata y col., 2004). 

Objeto de investigación. 

La producción de setas comestibles Pleurotus spp. es apropiada en todas las áreas del 

mundo que sean ricas en residuos lignocelulósicos como aserrín, pulpa de café, etc. y 

puede efectuarse en plantas rurales o locales cerrados. Por otra parte, el compostaje -el 

dificultoso paso preliminar necesario para el cultivo de los champiñones (Agaricus) y 

del hongo de la paja (Lentinus)- no es necesario para el cultivo de los hongos ostra 

(Pleurotus). 

La producción de enzimas por Pleurotus spp. es motivo de investigación por diversos 

científicos del mundo, por ejemplo se refieren el impacto de los iones Mn2+ en la 

producción activa de manganeso peroxidasa, las propiedades catalíticas de la lacasa 

amarilla, la identificación de una nueva ribonucleasa y el incremento de la producción 

de lacasa y de xilanasa (Morais y col., 2005). Éste y otros estudios (Kachlishvili y col., 

2005; Elisashvili y col., 2006; Stajic y col., 2006) señalan la necesidad de explorar no 

solamente más organismos sino también sustratos lignocelulósicos con diferentes 

composiciones para expresar y evaluar el potencial real de los hongos de producir 
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hidrolasas y oxidasas, por lo que la composición del sustrato de siembra debe ser 

optimizada para cada enzima a producir. 

Hipótesis. 

Es posible con el empleo de la fermentación en medio sólido, aprovechar la capacidad  

biotransformadora del basidiomiceto de pudrición blanca Pleurotus spp. crecido sobre 

pulpa de café y otros subproductos lignocelulósicos para mejorar la producción de setas 

comestibles y enzimas lacasas. 

Objetivo general. 

Demostrar la capacidad de Pleurotus spp. en la biotransformación de la pulpa de café 

para la producción de setas comestibles y enzimas lacasas mediante un sistema de 

fermentación en medio sólido. 

Objetivos específicos.  

1. Determinar las mejores cepas de Pleurotus spp. para la producción de setas 

comestibles sobre pulpa de café. 

2. Evaluar la influencia de mezclas de sustratos  en la productividad de las setas 

comestibles. 

3. Estudiar la fisiología del género Pleurotus a través de su crecimiento vegetativo y 

fructificación sobre pulpa de café y mezclas de sustratos por fermentación en estado 

sólido. 

4.  Establecer un procedimiento tecnológico limpio de producción de setas comestibles 

Pleurotus que permita reducir los niveles de contaminación de pulpa de café sobre el 

medio ambiente. 
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5. Seleccionar una cepa de Pleurotus spp. productora de enzimas lacasas por  

fermentación en estado sólido de la pulpa de café. 

6. Evaluar la biotransformación de fenoles totales, taninos condensados y cafeína de la 

pulpa de café por la cepa de Pleurotus spp. seleccionada. 

La novedad científica de los resultados de esta investigación se valora por: 

• El estudio que por primera vez se realiza en el mundo de la producción de la enzima 

lacasa durante la etapa de fructificación del Pleurotus spp. crecido sobre mezclas de 

sustratos lignocelulósicos mediante fermentación en estado sólido, observándose la 

influencia del contenido de nitrógeno del sustrato en la producción de la enzima. 

• El estudio que por primera vez se realiza en el mundo de la fermentación natural de la 

pulpa de café para la producción de enzimas, sin inductor de ningún tipo, con 

columnas Raimbault y por basidiomicetos del género Pleurotus spp. 

• El estudio que por primera vez se realiza en el mundo de la etapa vegetativa del hongo 

Pleurotus  spp., empleando columnas Raimbault, relacionando el crecimiento micelial 

de éste con la producción de enzimas lacasas y la biotransformación de compuestos 

tóxicos. 

Los aportes de esta investigación se valora por: 

• La contribución  al conocimiento de la tecnología de cultivo del llamado hongo ostra, 

Pleurotus spp., al seleccionar nuevas cepas productoras de setas y nuevas 

combinaciones de mezclas de sustratos lignocelulósicos, que a través de la 

fermentación natural elevan la productividad de las setas comestibles y disminuyen las 

pérdidas por contaminación del proceso tecnológico. 
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• La contribución al conocimiento de la fermentación en estado sólido a través del 

estudio cinético del crecimiento de Pleurotus spp. y de la biotransformación de los 

compuestos tóxicos presentes en la pulpa de café, aportando a las referencias 

existentes sobre este aspecto al demostrar la capacidad biotransformadora del género 

Pleurotus spp., sobre la disminución de la concentración de los fenoles totales y la 

cafeína de la pulpa de café. 

• El aporte de nuevas cepas de Pleurotus spp. con actividad enzimática ligninolítica 

lacasa y biotransformadoras de procianidina B2 comercial (molécula modelo de tanino 

condensado), ya que los estudios anteriores se han desarrollado mayormente con el 

auxilio de los hongos filamentosos crecidos sobre sustratos inertes con enzimas 

dioxigenasas.  

Importancia teórica. 

 Se aporta al desarrollo de la biotecnología ambiental e industrial al plantear el 

aprovechamiento de residuos agroindustriales con el empleo del basidiomiceto de 

pudrición blanca Pleurotus spp. a través de la fermentación sólida como técnica 

biotecnológica. 

Al estudiar la cinética de producción de enzimas durante la etapa vegetativa se aporta al 

conocimiento de la fisiología del Pleurotus spp. a través de su crecimiento y 

fructificación sobre la pulpa de café por fermentación sólida. 

Importancia práctica y social. 

 La implementación del procedimiento tecnológico limpio de producción de setas 

comestibles que permite la producción de alimento humano de alta calidad por su 

composición en proteínas, vitaminas  y otros, además de producirse alimento animal y 
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bioabono. Esta tecnología es capaz de propiciar nuevas fuentes de empleo para la 

población, además de contribuir a su desarrollo económico al crear vías de 

financiamiento, brindar beneficios económicos, sociales y ambientales a las 

comunidades serranas y agrícolas de regiones cafetaleras y puede ser explotada en las 

ciudades por empresas que promuevan el uso y consumo de setas Pleurotus. La planta 

de Investigación-Producción del Centro de Estudios de Biotecnología Industrial (CEBI) 

de la Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad de Oriente cuenta con permiso de 

comercialización, licencia sanitaria y marca del producto (Anexo 1). La  importancia de 

estos  resultados ha sido reconocida mundialmente, el CEBI pertenece a la Red Mundial 

de Hongos y a la Red Latinoamericana de Hongos Comestibles y Medicinales: 

Producción, Desarrollo y Consumo (www.hongoscomestibles-latinoamerica.com). 

Los resultados que reúne la presente investigación se han presentado en más de diez 

eventos científicos y están incluidos en 15 artículos publicados en revistas nacionales e 

internacionales (ver Autobibliografía). Estos han sido reconocidos como logro científico 

de la Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad de Oriente (2002) y premio 

provincial (2001) y nacional (1998) del evento ECOJOVEN de las Brigadas Técnicas 

Juveniles. Recientemente, parte de los resultados aquí presentados se incluyeron dentro 

de los 50 resultados científicos de la provincia Santiago de Cuba.  

Estructura de la tesis. 

El trabajo se presenta con la estructura en capítulos y contenido que se describe a 

continuación:  

• Capítulo 1. Revisión bibliográfica de 25 páginas donde se detallan los antecedentes y 

el estado del arte de la presente investigación. 
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• Capítulo 2. Materiales y métodos de 20 páginas, se exponen los materiales y métodos 

empleados en esta investigación que permitieron obtener los resultados obtenidos.  

• Capítulo 3. Resultados y discusión de 44 páginas, se muestran los resultados obtenidos 

en la producción de setas comestibles y enzimas lacasas, estos se discuten con diferentes  

referencias. 

Al término del trabajo se presentan las conclusiones, las recomendaciones, los anexos y 

la autobibliografía. 
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CAPITULO 1. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

En este capítulo se presenta una panorámica del estado del arte de la investigación 

realizada, los antecedentes referidos en la literatura científica sobre la fermentación en 

estado sólido, el aprovechamiento de residuos agroindustriales, el empleo de los 

basidiomicetos de pudrición blanca para la biodegradación de sustratos lignocelulósicos, 

la producción de setas y enzimas ligninolíticas lacasas. Esta revisión bibliográfica 

permitió dirigir la investigación hacia las cuestiones novedosas para mejorar la 

producción de setas Pleurotus y enzimas lacasas.  

1.1. Fermentación en Estado Sólido (FES). 

La  Fermentación en Estado Sólido es una tecnología que tuvo sus orígenes como un arte 

ancestral, los procesos tradicionales de FES fueron desarrollados en diversas partes del 

mundo desde hace mucho tiempo (Tabla 1). Originalmente, estos procesos consistían en 

la invasión por hongos de ciertos materiales sólidos que luego eran consumidos por las 

personas. El Koji y el Tempeh son ejemplos de FES tradicional asiática, los quesos 

Camembert y Roquefort son su contraparte europea. Actualmente, tanto en Asia como 

en Europa, los procesos de elaboración de dichos productos son prácticamente los 

mismos. 

La diversidad de alimentos y bebidas preparadas utilizando la FES, en los países 

orientales, africanos y latinoamericanos aún no es muy bien conocida. En los últimos 25 

años, se ha prestado gran interés en dilucidar los principios de esta tecnología y el por 
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qué se aplican cada vez más las FES en el mundo. Algunas de las respuestas pueden ser:   

las cepas microbianas usadas invaden rápidamente los sustratos sólidos y poseen la 

maquinaria metabólica necesaria para transformar moléculas bioquímicas complejas en 

compuestos nutricionalmente simples; dichas cepas microbianas trabajan en condiciones 

de bajo contenido de agua, lo que favorece que se inhiba el crecimiento de otros 

microorganismos tales como bacterias y levaduras. 

Desde el punto de vista de la ingeniería, las características de las FES permiten el 

desarrollo de procesos biotecnológicos en condiciones no estériles, por lo que, estos son 

escalables y de bajo consumo de agua y energía, cuestiones que hacen a las FES más 

atractivas (Pérez-Guerra y col., 2003, Rodríguez-Couto y Sanromán, 2006). 

De manera general, la fermentación en estado sólido consiste en el crecimiento de 

microorganismos sobre partículas sólidas en ausencia de agua libre en el sistema. El 

agua se encuentra ligada de una forma compleja a la matriz porosa sólida, ya sea 

absorbida en la superficie de las partículas o atrapada dentro de la región capilar del 

sólido (Pandey, 2003). Otros prefieren considerar la fermentación en estado sólido como 

un proceso en el cual se desarrollan microorganismos en materiales sólidos húmedos 

(Julián y Ramos, 2007). La matriz porosa puede estar constituida por un sustrato 

húmedo que participa aportando nutrientes o por un soporte inerte capaz de absorber los 

nutrimentos que se encuentran en solución. La humedad del sólido oscila entre 12 y 80% 

y depende del nivel máximo de retención de agua en el material utilizado como sustrato 

o soporte (Pérez-Guerra y col., 2003). 

 Un modelo que explica algunos de los procesos que ocurren a micro escala en la 

fermentación sólida (Hölker y Lenz, 2005; Rahardjo y col., 2006) se presenta en la 
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figura 1: después de la inoculación del microorganismo, las hifas de este desarrollan una 

capa de micelio que se  extiende sobre la superficie del sustrato. Del micelio sobresalen 

dos tipos de hifas: unas aéreas, que penetran en el espacio gaseoso y otras que penetran 

al sustrato mediante el crecimiento a través de los poros llenos de líquido. Los espacios 

vacíos entre las hifas áreas están llenos de gas (g), mientras que, los espacios vacíos en 

el interior del micelio y del sustrato están llenos de líquido (l). La actividad metabólica 

ocurre, principalmente, lo más próxima a la superficie del sustrato y dentro de los poros, 

sin embargo, las hifas aéreas también muestran actividad metabólica, ellas sirven de 

transporte de sustancias desde la parte interior del sustrato hacia el exterior. Las enzimas 

hidrofóbicas son producidas por el micelio, se difunden dentro de la matriz sólida y 

catalizan la degradación de las macromoléculas en unidades más pequeñas, las cuales 

son utilizadas por el hongo como nutrientes. Durante la fermentación el oxígeno es 

consumido y se producen CO2, H2O, calor y productos bioquímicos de interés, lo que 

trae por consecuencia la aparición de gradientes dentro de la biopelícula,  por ejemplo: 

-difusión del O2 desde la zona gaseosa hasta las regiones más profundas de la 

biopelícula, 

-difusión del CO2 desde la biopelícula hasta las regiones profundas hasta la zona 

gaseosa.  

El calor desarrollado (Q) provoca un incremento de la temperatura (T) causando serios 

problemas durante la fermentación en estado sólido, este calor debe ser eliminado o 

removido del sustrato, no solo por conducción sino también por evaporación, siendo 

parte del complejo balance de agua en el sistema, este incluye el agua tomada por el 

micelio durante su crecimiento, el agua producida por las reacciones de hidrólisis y el 
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agua producida por la respiración.  Otro factor importante es el pH, el cual cambia, 

debido a  la liberación de los ácidos orgánicos y el intercambio de iones amonio. Los 

productos de interés son liberados dentro de la matriz sólida y deberán ser extraídos al 

final del proceso para uso posterior. Todos estos y otros fenómenos influyen fuertemente 

en la fermentación en estado sólido. 

El desarrollo tecnológico actual ha permitido un control dinámico de los procesos de 

fermentación en estado sólido, empleándose el monitoreo por computadora, ayudando a 

comprender los procesos biológicos y físicos mencionados anteriormente y marcan el 

camino para la industrialización futura de estos procesos (Hölker y Lenz, 2005; 

Rahardjo y col., 2006).  

En los últimos años, se han desarrollado nuevas aplicaciones de las FES en el control del 

medio ambiente, la industria y la agroindustria, lo que unido a las aplicaciones ya 

conocidas (Tabla 2), potencian esta tecnología contribuyendo a elevar nuestro nivel de 

vida. 

1.1.1. Ventajas y desventajas de la fermentación en estado sólido (FES) 

comparada con la fermentación sumergida (FS).  

La principal ventaja de la fermentación en estado sólido es permitir la obtención de 

alimento humano y alimento animal por bioconversión de residuos agrícolas. 

Numerosos investigadores han comparado ambas fermentaciones, y casi todos coinciden  

en que para la producción de diferentes bioproductos, las FES están mejor adaptadas y 

son más baratas que las fermentaciones sumergidas (Viniegra-González y col., 2003; 

Pérez-Guerra y col., 2003; Pandey, 2003; Hölker y Lenz, 2005). Los sistemas FES 

ofrecen ventajas en cuanto a volúmenes, productos y menor generación de efluentes, 
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más detalles al respecto se muestran en la Tabla 3. Sin embargo, problemas como el 

diseño de un escalado, el control de variables de operación y de fermentación, la 

difusión de los productos a través del medio sólido y otros, contribuyen a incrementar 

las desventajas de las FES.  

Todas estas ventajas y desventajas son importantes y deben tenerse en cuenta no sólo en 

el aspecto económico, sino también por el aspecto ambiental, ya que la fermentación en 

medio sólido de modo general es la que tiene menor impacto sobre el medio ambiente. 

1.2. Biorreactores en la fermentación en estado sólido.   

Entre los biorreactores o fermentadores utilizados en el laboratorio para las FES se 

encuentran los simples como: las placas Petri y los erlemmeyers  y los complejos como: 

las columnas Raimbault, las columnas de vidrio o plásticas y el biorreactor de tambor. 

Para el nivel piloto e industrial se emplean el tambor rotatorio, el fermentador de 

bandeja, el de cama empacada, el gas-sólido de cama fluidizada, entre otros. Ellos 

pueden operar en discontinuo, discontinuo alimentado o en continuo, siendo el modo 

discontinuo el más común (Pérez-Guerra, 2003 y Durand, 2003; Rodríguez-Couto y 

Sanromán, 2006). 

En las últimas décadas ha evolucionado el diseño, la operación y el escalado de estos 

biorreactores, la clave de este avance se debe a la aplicación de las técnicas de 

modelación matemática para describir los fenómenos bioquímicos y fisicoquímicos de la 

FES.   

El principal aspecto a tener en cuenta en la selección y diseño de un biorreactor es “la 

cama de sustrato sólido”, por ser el lugar donde trascurre el proceso biológico, se genera 

el calor metabólico y ocurren la transferencia de masa y energía (Pandey, 2003; Dustet e 
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Izquierdo, 2004). Para desarrollar un nuevo proceso en FES la mejor vía es probar a 

nivel de laboratorio los diferentes biorreactores, antes de decidir cuál es el adecuado 

para el microorganismo a escala industrial (Mitchell y col., 1999).  

Se abordarán dos biorreactores empleados en FES: a nivel de laboratorio e industrial, las 

bolsas de polietileno y a nivel de laboratorio, las columnas Raimbault. 

1.2.1. Bolsas de polietileno. 

Este tipo de biorreactor es muy utilizado en la producción de setas comestibles de 

diferentes géneros (Kwon y Kim, 2005). El material utilizado en la actualidad para la 

producción de setas comestibles del género Pleurotus spp. y Lentinus spp. es el plástico, 

principalmente el polietileno. La industria ha desarrollado varios tipos de bolsa, 

inclusive las hay esterilizables en autoclaves. Las dimensiones de las bolsas pueden ser 

de 40x60 cm o de 60x90 cm y soportan hasta 15kg de sustrato (Sánchez y Royse, 2002). 

Se recomienda que al usar las bolsas se le hagan perforaciones para que se establezca un 

intercambio entre el sustrato y el aire. Entre las ventajas de usar bolsas de polietileno 

para la producción de setas tenemos: -menor riesgo de fracaso de la cosecha, comparado 

con otros métodos, -es posible usarlas dentro de casas o edificaciones en desuso, -es 

fácil de controlar la contaminación, -se necesita una inversión inicial pequeña, -retorno 

rápido del capital y –es posible una producción continua todo el año (Mandeel y col, 

2005).  

Debido a los hábitos de crecimiento que presentan los basidiomicetos como Pleurotus 

spp.  las bolsas que se utilizan presentan una mayor superficie vertical que horizontal y 

es de hacer notar que dentro de ciertos límites (4-20 kg)  mientras mayor  sea la cantidad 

de sustrato que se maneje por lote, los problemas de pérdida de humedad serán menores 
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y se incrementen los problemas de heterogeneidad en la humedad del centro de la cama 

empacada y de disipación del calor  producido dentro del sustrato (Sánchez y Royse, 

2002).  

En dependencia de la cantidad de sustrato empacado en la bolsa de polietileno será la 

escala de fermentación que se emplee, puede ser usada en el laboratorio para 

investigaciones o en la producción como se menciona anteriormente. Se conoce el uso 

de este biorreactor para la producción de setas comestibles por la sencillez de su diseño 

y operación, además resulta fácil realizar los cálculos de balance de masa y rendimiento 

(Kwon y Kim, 2005).  

1.2.2. Columnas Raimbault. 

Descritas por primera vez por este investigador francés (Raimbault y Alazard, 1980) las 

columnas de vidrio son utilizadas durante las primeras fases de las investigaciones de 

FES por la cantidad de información que aportan sobre el proceso que se estudia. 

Numerosos investigadores han seguido los trabajos de FES con el dispositivo  de 

fermentación aerobia de Raimbault (Roussos, 1985; Oriol y col., 1987; Dufour, 1990; 

Saucedo-Castañeda, 1991; Soccol, 1992; Trejo-Hernández y col., 1992; Gaime- Perraud, 

1995; Brand y col., 2001; Aguilar y col., 2002; Hassouni y col., 2006) con el fin de 

seleccionar las cepas o sustratos adecuados, la composición del medio de cultivo y 

estudiar: crecimiento y fisiología de los microorganismos empleados; influencia de 

parámetros en los mecanismos de crecimiento; cinéticas de los parámetros principales de 

las FES (pH, temperatura, aireación, actividad del agua, etc.); la respiración del 

microorganismo y el CO2 producido. 
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 Estos autores plantean que al utilizar las columnas Raimbault se mantienen las 

condiciones óptimas de la fermentación sólida: una eficaz aireación y un desarrollo 

homogéneo del micelio dentro de todo el sustrato, además de ser baratas, sencillas y solo 

se necesitan condiciones asépticas.  

1.3.  Sustratos en fermentación en estado sólido.  

Retomando la definición de FES conocemos que la matriz porosa puede estar constituida 

por un sustrato húmedo que participa aportando nutrientes o por un soporte inerte capaz 

de absorber los nutrimientos que se encuentran en solución. En esta investigación se  

fijará la atención en los primeros: sustrato húmedo que participa aportando nutrientes, y 

dentro estos, los subproductos agrícolas y agroindustriales.    

La selección de un sustrato adecuado para la FES tiene dos aristas: una, que al sustrato 

disponible  se le añade un valor, y la otra, producir un valor determinado a partir de un 

sustrato disponible (Pandey, 2003). Siguiendo este objetivo los sustratos empleados en la 

FES por lo general son de composición lignocelulósica, como se muestra en la Tabla 4, 

los residuos de cosechas y subproductos agroindustriales son algunos ejemplos (Soccol y 

Vandenberghe, 2003). 

Dentro de los subproductos lignocelulósicos de origen agroindustrial utilizados como 

sustratos en la fermentación en estado sólido, con el fin de producir enzimas o biomasa y 

a la vez valorizar el subproducto se destacan: la pulpa de café (Martínez- Carrera col., 

2000; Salmones y col. 2005); la cáscara de café (Pandey y col., 2000; Fan y col., 2003); 

el bagazo de caña de azúcar (Klibansky y col., 1993); la paja de arroz (Sánchez y Royse, 

2002) y la paja de trigo (Salmones y col. 2005). Dentro de los pocos estudiados están el 
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aserrín de madera y las cáscaras de cacao y coco (Poppe, 2005; Rodríguez-Couto y 

Sanromán, 2005a)  

En nuestro país, la caña de azúcar y sus residuos agroindustriales se utilizan en la 

producción de alimento animal enriquecido en proteína por FES. Se han obtenido 

alimentos como la Saccharina y el Bagarip, entre los más destacados, por sus 

aplicaciones como sustitutos parciales de alimentos tradicionales y como suplementos 

dietéticos en algunos animales (Julián y Ramos, 2007).  

Los sustratos empleados en FES son heterogéneos, insolubles en agua y por su 

naturaleza compleja, ver Tabla 4, deben ser objeto de pretratamientos físicos y químicos, 

cuya finalidad es mejorar las características relacionadas con la porosidad del sustrato, 

su capacidad de retención de agua y nutrientes solubles y la capacidad de partículas de 

mantenerse libres y sin formar grumos, ocurriendo una mayor transferencia de masa a 

través del sustrato (Pérez-Guerra y col., 2003). 

1.3.1. Pulpa de café.  

El cultivo del café está muy desarrollado en numerosos países tropicales, en plantaciones 

cuyo destino es la exportación. El café es uno de los principales productos de origen 

agrícola comercializados en los mercados internacionales. Es la segunda materia prima 

más comercializada en el mundo, sólo detrás del petróleo. Se estima que la producción 

mundial del año de cosecha 2008-2009 será de 127 millones de sacos (OIC, 2008). El 

mayor productor es, con mucha diferencia, Brasil, seguido por Vietnam (el productor 

más importante de robusta) y Colombia (Tabla 5). Coffea arabica y Coffea canephora 

(robusta) son las dos variedades principales del género que se cultivan con fines 

comerciales.  
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Tradición y costumbre de consumo del café se respira en toda Cuba, donde la  

producción de café alcanzó las 8 200 toneladas (136 666 sacos) en la cosecha 2006-2007 

y en la presente disminuyó un 46% con relación a la anterior (Menchaca, 2008). El 

cultivo del café en las zonas montañosas es el 85% del total que se cultiva en Cuba. El 

beneficio del café se realiza mayoritariamente por vía húmeda para garantizar un grano 

de mejor calidad; a diferencia nuestra, en Brasil el beneficio del café se realiza por vía 

seca, generando la cáscara de café (Pandey y col., 2000) que aunque presenta similitud 

en la composición química con la pulpa, difiere en el contenido de taninos y cafeína 

(Tabla 6).  

Una posible causa de estas diferencias en la composición química de la pulpa y cáscara 

de café pudiera ser que, la primera pierde la mayoría de los azúcares y gran parte de la 

cafeína, compuestos fenólicos simples y otros compuestos solubles en agua, durante el 

beneficiado por vía húmeda (Ramírez-Martínez, 1999). Este va acompañado de la 

generación de subproductos: pulpa, mucílago, pergamino, jugo, agua de lavados, etc. Se 

demostró por Bermúdez y colaboradores (1999) que los subproductos que se generan no 

son utilizados y se vierten al medio sin el consiguiente tratamiento, lo cual provoca 

contaminación de aguas y suelos deteriorando el medio ambiente. 

La pulpa de café representa el 40% del café que se despulpa. Por su composición 

química rica en azúcares, ella presenta potencialidades que son atractivas para ser 

empleadas como materia prima en diferentes procesos o tecnologías de FES como son: 

producción de bioabono, producción de biogás, alimento animal, y como sustrato puro o 

mezclado en producción de setas comestibles. Estas tecnologías permiten utilizar un 

sustrato disponible y barato, eliminar la contaminación y a su vez generar beneficios en 
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el orden económico, social y ambiental (Bressani, 1979; Bermúdez y col., 1999; 

Roussos y col., 2000; Martínez-Carrera y col., 2000; Chang, 2007).  

Pero la pulpa de café también contiene compuestos con efectos antifisiológicos como la 

cafeína y anti-nutricionales como los taninos y los poli-fenoles (Tabla 6). Estos deben 

ser eliminados o transformados si queremos aplicar las tecnologías antes mencionadas.  

Hongos filamentosos de los géneros Penicillium y Aspergillus producen enzimas 

capaces de degradar la cafeína de la pulpa de café, usándola como fuente de nitrógeno y 

energía por FES (Perraud-Gaime y col., 2000). 

Ramírez-Coronel y colaboradores (2004) demuestran que el 97% de los fenoles totales 

de la pulpa de café son de tipo flavan-3-ol o ácidos hidroxycinámicos (Tabla 7) y que 

estos en la pulpa de café fresca y fermentada (3 días) son similares en su composición. 

Sin embargo, los taninos condensados son probablemente oxidados con  el tiempo y no 

extraíbles con los métodos químicos utilizados. 

Las publicaciones sobre degradación de taninos condensados y catequinas no sobrepasan 

las veinte, en el período 1980-2007, mientras que, las relacionadas con la degradación de 

fenoles simples y taninos hidrolizables estan entre 130 y 150, para igual período. Se 

refiere la degradación de la catequina por bacterias (Arunachalam y col., 2003) y por 

Penicillium commune (Ramírez-Coronel, 2004), pero es escasa la información sobre la 

degradación de procianidinas por basidiomicetos. 

Contreras-Domínguez y colaboradores (2006) reportan una cepa Aspergillus fumigatus 

capaz de crecer en medio sólido sobre taninos condensados similares a los presentes en 

la pulpa de café,  un año después se refiere la degradación de las procianidinas B2 y B1 
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por enzimas dioxigenasas extracelulares producidas por este microorganismo 

(Contreras-Domínguez, 2007). 

Investigadores de Francia, Brasil y México estudian los mecanismos enzimáticos de 

degradación de estos compuestos tóxicos y antinutricionales (cafeína y polifenoles) de la 

pulpa y cáscara del café, aprovechando la capacidad de los microorganismos, 

introduciendo recientemente los basidiomicetos (Brand y col., 2000; Fan y col., 2003; 

Salmones y col., 2005). 

Entre los microorganismos estudiados y empleados para la biotransformación de 

compuestos antes mencionados y a la vez producir setas comestibles dándole valor a la 

pulpa de café; está el Pleurotus spp.  

1.3.2. Otros subproductos agrícolas.  

Al igual que la pulpa de café, subproductos agrícolas como la viruta de madera y las 

cáscaras de cacao y coco son empleados como sustratos naturales en FES, reportándose 

fundamentalmente como materias primas para la producción de setas comestibles 

(Poppe, 2005) por su composición de lignina, celulosa, hemicelulosa y otros.  

Actualmente no existe ningún tratamiento con estos subproductos y su disposición final 

en el terreno de cultivo, trae aparejado una descomposición, hasta que se fermenta 

espontáneamente. El monto de estos subproductos no se equipara con el de la pulpa de 

café, pero pudiera ser provechosa su valorización por FES. 

1.4. Pleurotus spp. 

Pleurotus spp. es el nombre genérico de toda una gama de hongos saprofíticos 

comestibles en los que se ha logrado imitar sus hábitos ecológicos naturales (troncos de 

árboles secos, generalmente pobres en nutrientes, ramas muertas, hojarascas, etc.) para 
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cultivarlos en sustratos lignocelulósicos diversos. Ellos constituyen alrededor de 50 

especies, muy conocidas en el mundo entero, diversas tanto por sus colores, (amarillo, 

blanco, gris, marrón oscuro e inclusive rosado) como por sus formas, sabor o por sus 

exigencias técnicas (Sobal y col., 2007). 

Este basidiomiceto ha sido muy estudiado por ser considerado productor de un alimento 

y de enzimas, además por ser biotransformador de sustratos lignocelulósicos (Salmones 

y col. 2005). 

En general Pleurotus spp. es cosmopolita, encontrándose presente en todos los 

continentes. La producción de hongos de este género para consumo humano ha 

experimentado un crecimiento extraordinario a nivel mundial fundamentalmente en 

países como Japón, Corea, Taiwán, Filipinas, Estados Unidos y Alemania; lo cual se 

debe a las ventajas de su cultivo en comparación con el cultivo del champiñón, como 

presentar una tecnología sencilla, la utilización de una mayor gama de sustratos y 

además, poder ser cultivado en climas tropicales (Martínez-Carrera y col., 2000; 

Sánchez y Royse, 2002, Quimio, 2005). 

Los hongos ostra se caracterizan por tener sombrillas agrupadas en manojos deprimidos 

en forma de embudo, generalmente de simetría bilateral pero no axial, la sombrilla en 

forma de concha ostra unidas a un tallo excéntrico, de ahí el nombre de “hongo ostra”.  

La mayoría de los hongos cultivados desarrollan estructuras visibles que producen 

esporas (basidiomas). Estas son de construcción compleja y poseen un alto grado de 

diferenciación de tejidos hifales, las hifas provienen de micelio vegetativo, el cual se 

transforma en micelio reproductor. 
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Pleuroma es el nombre que se aplica al basidioma del hongo Pleurotus. Es un órgano 

reproductor y productor de estructuras generadoras de esporas, también recibe los 

nombres de carpóforo, cuerpo fructífero o setas. Su forma depende de la edad, 

cambiando de redondeada, al principio, para luego abrirse y ensancharse, después el 

borde se va levantando hasta que todo el conjunto adquiere la forma de un plato. El 

primer estado del desarrollo del pleuroma es el "primordio". A un tamaño de 1-2 mm de 

altura se pueden reconocer como cuerpos redondos blanquecinos. El cuerpo esta 

separado en dos regiones aparentemente idénticas. Conforme el primordio se alarga, las 

dos zonas se diferencian en tres regiones píleo, láminas y estípite (Figura 2).  

El color puede variar desde gris claro a gris oscuro, azulado e incluso color café con 

leche o pardo, según la variedad y las épocas en que se desarrollen, también los hay de 

color amarillo (Pleurotus cournocopiae) y rosa (Pleurotus d’jamour). 

La superficie del sombrero o píleo, es lisa y generalmente uniforme y el pie o tallo 

(estípite) que lo sostiene es corto, algo duro, blanco y ubicado de forma excéntrica. En la 

parte inferior, el sombrero tiene laminillas dispuestas radialmente, que van desde el pie 

hasta el borde del mismo. Están separadas unas de otras y son de color blanco-crema. En 

ellas, se producen las esporas destinadas a la reproducción de la especie. Las esporas se 

ven a simple vista cuando, al desprenderse del sombrero, se depositan en masa como un 

polvillo harinoso de color blanco (Sánchez y Royse, 2002). 

1.4.1. Setas comestibles. 

El cultivo de especies de Pleurotus spp. sobre sustratos lignocelulósicos es buena 

alternativa para producir alimentos. Los hongos comestibles convierten los desechos 

agrícolas en alimentos por lo que es fuente de proteína barata. En la Tabla 8 se presentan 
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algunos ejemplos de sustratos que se han utilizado para el cultivo de Pleurotus spp. junto 

con los valores de eficiencia biológica (g setas frescas / g sustrato seco). La mayoría 

pueden ser producidos en un corto período de tiempo a bajo costo y en áreas reducidas. 

Además el desarrollo del cultivo de hongos a pequeña escala en países en desarrollo 

necesita una tecnología sencilla de condiciones poco sofisticadas. Después de cultivar el 

hongo y cosechar las setas, el sustrato remanente bioconvertido es aprovechable como 

abono orgánico, por su alto contenido en nitrógeno, fósforo y potasio (Tabla 9) (Sánchez 

y Royse, 2002; Vega y col., 2005;  Rinker y col., 2005; López y col., 2008).  

La pared  celular de los tejidos vegetales está compuesta de celulosa, hemicelulosas y 

lignina difíciles de degradar y que solamente los hongos y las bacterias descomponen 

debido a que poseen enzimas que rompen tales moléculas y liberan a la celulosa y 

hemicelulosa de la lignina.  

La lignina es el segundo polímero más abundante en la naturaleza (Crawford, 1981) 

constituida principalmente por unidades monoméricas fenilpropanoicas interconectadas 

por un enlace complejo covalente de carbono-carbono y carbono-oxígeno (Adler, 1997). 

Dada su compleja estructura polimérica, la lignina es muy estable bajo circunstancias 

naturales, consecuentemente con esto su biodegradación es una de las etapas limitantes 

en el ciclo del carbono (Morais y col., 2005). 

En muchos países asiáticos y del hemisferio norte, el cultivo y recolección de setas 

comestibles es una agroindustria de gran desarrollo que no sólo genera divisas 

considerables sino que también absorben mano de obra durante todo el año. El 

desarrollo expansivo y tecnológico de este tipo de cultivo, se debe al aumento en el 

consumo, que sólo en los Estados Unidos y Europa se incrementa en un 12% todos los 
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años. La producción mundial de setas representa en la actualidad cerca de 3 millones de 

tonelada/año, dos de ellas corresponden a setas cultivadas (Chang, 2007). El crecimiento 

del sector es cercano al 5% por año. 

En nuestro continente este cultivo sigue siendo poco conocido, su producción comercial 

es afectada como consecuencia de la falta de información, difusión y promoción, 

mientras que, en países europeos este cultivo ha llegado a constituir empresas enormes, 

con avances tecnológicos verdaderamente impresionantes, siendo actualmente España  

el país vanguardista tanto en la producción como en la transferencia de tecnología a 

muchos países (Chang, 2007). 

En los Estados Unidos, los cultivos de setas comestibles data desde 1880 y en Canadá 

desde 1912. El cultivo de Pleurotus spp. en América Latina se inició en México central 

en 1933, por medio de una tecnología simple, seguido por Argentina (1941), Colombia 

(1950), Brasil (1951), Chile (1959), Guatemala (1960), Perú (1960) Ecuador (1967), 

Venezuela (1968), Costa Rica (1969) y Bolivia (1989).. En nuestro país, se inicia por el 

Instituto Cubano de los Derivados de la Caña de Azúcar (ICIDCA) en 1988 (Klibansky 

y col., 1993), empleando subproductos de la agroindustria cañera (paja de caña) con 

resultados altamente positivos. Esta tecnología fue transferida con éxito empleando los 

subproductos del café (Bermúdez y col., 1994).  

Tras varios años de reinar en solitario, al champiñón se le vino a sumar un nuevo hongo 

cultivado como acompañante: el hongo ostra o setas del género Pleurotus spp., también 

conocido por gírgola en Argentina y oyster mushrooms, en inglés. Esta especie es de una 

gran versatilidad ya que soporta grandes variaciones térmicas, existen variedades 

resistentes a plagas y enfermedades y puede ser cultivada prácticamente sobre cualquier 
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sustrato lignocelulósico; sus propiedades organolépticas la hacen muy superior al 

champiñón, la calidad de su proteína, presencia de vitaminas, macro y microelementos, 

por lo que es considerada como un alimento saludable (Tabla 10). 

Estas características permiten que esta seta pueda ser cultivada con poca tecnología 

disminuyendo considerablemente la inversión inicial y los costos operacionales, lo cual 

se ha traducido en una expansión rápida del cultivo en el mundo. Durante la última 

década se han realizado varias modificaciones a este cultivo, tendientes a aprovechar 

construcciones rurales, equipos provenientes de otras agroindustrias, desechos 

agroforestales más baratos, aumentar las productividades y acortar los tiempos de 

producción. 

De todas las setas cultivadas, el cultivo de Pleurotus spp. es en la actualidad el más 

prometedor, ocupa el segundo lugar en la producción de setas comestibles (25% del total 

de la producción mundial) y es el que más ha crecido desde sus comienzos. China es el  

mayor productor de setas Pleurotus spp. (Chang, 2005; Kong, 2005).  

Dentro de las ventajas que presenta este producto se pueden destacar que es sencillo de 

producir, en comparación con el champiñón y aun condiciones adversas siempre se 

obtienen fructificaciones (Sánchez y Royse, 2002). Esto es posible, gracias a que este 

basidiomiceto secreta una  gran cantidad y variedad de enzimas que tienen la capacidad 

de degradar compuestos complejos, convirtiendo así una materia de insignificante valor 

económico en alimento y medicina para humanos. 

1.4.1.1 Valor nutricional y medicinal de las setas comestibles. 

Las setas comestibles han sido tradicionalmente usadas en la alimentación y en la 

medicina oriental, recientemente se le presta atención por ser fuente de metabolitos de 
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interés nutriceútico y farmacéutico (por ejemplo: anti-tumorales, agentes 

inmunomoduladores e hipocolesterolámicos) y alimenticio como saborizantes. Se 

reporta que la mayoría de las setas contienen polisacáridos activos biológicamente, 660 

especies de 182 géneros de setas contienen polisacáridos anti-tumorales e 

inmunoestimulantes (Chang, 2007). 

Cabe mencionar, que existe un gran interés en la producción de este tipo de 

basidiomiceto ya que su valor nutricional es muy bueno (ver Tabla 10), contienen una 

apreciable cantidad de carbohidratos que no son del tipo de los almidones (los que 

engordan), su contenido de fibra dietética es también alto, sobre todo de quitina, un 

polisacárido con propiedades excepcionales en cuanto a que puede absorber fácilmente 

las grasas en el tracto digestivo. Muchas empresas de productos naturistas y dietéticos 

comercializan la quitina y sus derivados como productos muy efectivos para evitar la 

obesidad ocasionada por la absorción de grasas. Las setas Pleurotus spp. también tienen 

una moderada cantidad de proteína de alta calidad, con todos los aminoácidos 

esenciales, vitaminas y minerales, por lo que se podría clasificar las setas junto con las 

verduras más nutritivas y justo por debajo de las carnes (Quimio, 2005). 

El cultivo de hongos reporta grandes ventajas por ser la forma más eficiente de 

conversión de desechos vegetales en alimento. El alimento obtenido es considerado una 

comida agradable debido a su textura y sabor, el residuo producido puede ser utilizado 

de numerosas formas tales como producción de biogás, mejoradores de suelo y 

lombricultura, representa un papel vital en la ecología del ciclo del carbono en la 

naturaleza. 
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1.4.2. Hongo ligninolítico. 

Los hongos ligninolíticos constituyen un diverso grupo ecofisiológico comprendido 

mayoritariamente por basidiomicetos, capaces de producir una extensa depolimerización 

y mineralización aerobia de la lignina. Cuando la lignina alcanza una porción elevada en 

relación al resto de los componentes (alrededor del 20%) la resistencia a la degradación 

se extiende a la totalidad del material y solo algunos hongos basidiomicetos son capaces 

de iniciar el ataque. Dentro de estos hongos, Blanchette (1991) estableció varios grupos 

que se clasifican de acuerdo a su patrón de degradación y al polímero de la madera que 

degraden. De esta manera se definen: 

i) Hongos de pudrición blanca: La degradación de la lignina incluye una serie de 

cambios oxidativos que conducen a la progresiva depolimerización y liberación de 

compuestos de bajo peso molecular, que son metabolizados en algunos casos hasta 

producir CO2  y H2O (Reid y Seifert, 1982; Chen y Chang, 1985). Estos hongos atacan 

generalmente las maderas duras. 

ii) Hongos de pudrición parda: Estos alteran la relación porcentual entre la lignina y los 

polisacáridos, de manera que, sin degradar la lignina producen la hidrólisis de los 

polisacáridos (Kirk y Farell, 1987). Descomponen fundamentalmente la celulosa y la 

hemicelulosa de las maderas, observándose una limitada disminución en el contenido de 

lignina. La acumulación de esta da lugar a un color pardo, al que se debe su nombre. 

Estos hongos atacan generalmente las maderas blandas. 

Los hongos de pudrición blanca son basidiomicetos y el único grupo de 

microorganismos capaces degradar de todos  los polímeros básicos de la madera, debido 

a la capacidad de sintetizar enzimas extracelulares relevantes como: hidrolíticas 
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(celulasas, hemicelulasas) y oxidativas (ligninolíticas). Ellas son responsables de la  

degradación de  los mayores componentes del sustrato, dígase  celulosa, hemicelulosa  y 

lignina, a compuestos de bajo peso molecular, que pueden ser  asimilados para la 

nutrición fúngica (Kachlishvili y col., 2005).  

Los hongos de pudrición blanca secretan varias enzimas extracelulares oxidativas 

esenciales en la mineralización de lignina. El patrón de actividad de estas enzimas es 

específico del género y la especie del hongo, por lo que se pueden clasificar en tres 

grandes grupos según la producción de enzimas extracelulares de su sistema ligninolítico 

(Kerem y Hadar, 1998): 

- Grupo productor de lignina peroxidasa–manganeso peroxidasa: En este grupo se 

ubica el hongo de pudrición blanca más estudiado, Phanerochaete chrysosporium, el 

que resulta un eficiente degradador de la lignina. Se encuentran otros hongos como 

son Trametes versicolor, Phlebia radiata y Bjerkandera adusta, entre otros. 

- Grupo productor de lignina peroxidasa–lacasa: Sólo dos hongos han sido descritos 

en este grupo: Phlebia ochraceofulva y Junghuhuia separalabilinia, los cuales 

degradan pobremente la lignina a CO2 por la ausencia de la enzima manganeso 

peroxidasa, aún a altas concentraciones de Mn2+.  

- Grupo productor de lacasa–manganeso peroxidasa: Muchos de los hongos de 

pudrición blanca no producen aparentemente lignina peroxidasa, siendo esta la 

combinación enzimática más encontrada usualmente. Como ejemplos de este grupo 

tenemos el Panus tigrinus, Lentinus tigrinus y Rigidosporus lignosus, entre otros. 

Dentro de ellos se encuentran hongos comestibles como Pleurotus ostreatus y 

Lentinus edodes, que poseen además un sistema enzimático ligninolítico que 
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involucra a enzimas proveedoras de peróxido como la aril-alcohol oxidasa,  llegando 

a conformar un grupo especial lacasa- aril-alcohol oxidasa. 

Casi todas estas enzimas descritas anteriormente, son excretadas en más de una isoforma 

por diferentes taxa y condiciones de cultivo. Por lo que se requiere la selección de 

organismos adecuados para los propósitos que se desean y el estudio, tanto del patrón 

enzimático excretado por el microorganismo seleccionado como de las condiciones para 

su cultivo, para lograr aprovechar la maquinaria metabólica en una biotransformación 

eficiente de los componentes indeseables de un subproducto agroindustrial. 

1.4.3. Productor de enzimas ligninolíticas lacasas.  

Varios sustratos lignocelulósicos y hongos de pudrición blanca han sido usados 

exitosamente en FES para la producción de enzimas lignocelulósicas, demostrándose  

que el tipo sustrato lignocelulósico y su composición  determinan  el tipo y la cantidad 

de enzima producida por el basidiomiceto de pudrición blanca. Varias referencias 

indican que el método de fermentación del sustrato puede influenciar considerablemente 

en la producción de enzimas, demostrando que la FES de sustratos lignocelulósicos por 

algunos hongos, produce diferentes conjuntos de enzimas en comparación con los 

medios de cultivos sintéticos (Kachlishvili y col., 2005; Stajic y col., 2006). 

Los basidiomicetos pueden producir una gran variedad de enzimas extracelulares, las 

cuales pueden degradar los materiales lignocelulósicos a compuestos solubles de baja 

masa molecular con un marcado valor nutricional. Los hongos de pudrición blanca son 

los más eficientes microorganismos ligninolíticos de la naturaleza, pues ellos poseen el 

único mecanismo que permite descomponer la lignina, mediante la producción de sus 

enzimas extracelulares que tienen la capacidad de generar radicales oxidativos (Evans y 
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col., 1994) Este sistema enzimático es no específico y puede descomponer una amplia 

variedad de compuestos de diferentes estructuras (Field y col. 1993). La descomposición 

es realizada por un complejo conjunto de enzimas (Kirk y Farrell, 1987): lignina 

peroxidasa (Kersten y col. 1990), lacasa (Thurston, 1994), xilanasa (Baiely y col., 1992), 

β-glucosidasa (Morais y col., 2002) y manganeso pendiente e independiente peroxidasa 

(Sarkar y col., 1997).  

Por la gran importancia científica y práctica en la producción de enzimas, Pleurotus 

ostreatus ha sido intensamente estudiado. Se refieren recientemente el impacto de los 

iones Mn2+ en la producción activa de manganeso peroxidasa (Kamitsuji col., 2005), la 

propiedades catalíticas de la lacasa amarilla (Pozdnyakova y col., 2004), la 

identificación de una nueva ribonucleasa (Wang y Nig, 2004) y el incremento de la 

producción de lacasa (Hou y col., 2004) y de xilanasa (Qinnghe y col., 2004). 

La lacasa (p-difenol: dioxigeno: oxido-reductasa, EC 1.10.3.2), es una de las pocas 

enzimas que es objeto de investigación desde principios del siglo XIX (Ikehata y col., 

2004), es una multicobre azul oxidasa que cataliza la oxidación unielectrónica de orto y 

para difenoles y aminas aromáticas, por remoción de un electrón y un protón de un 

grupo hidroxilo para formar un radical libre. Esta puede, además, catalizar la ruptura 

alquil-fenil y Cα-Cβ de dímeros fenólicos de la lignina y la demetoxilación de muchos 

compuestos modelos de la lignina (Leonowicz y col., 2001; Palmieri y col., 1997).  

La lacasa de hongo, como parte del sistema de enzima ligninolítico, es producida por 

casi todos los basidiomicetos transformadores de maderas y basuras (Leonowicz y col., 

2001). Este grupo de oxidasas azules extracelulares N-glicosilada con tamaño de 60-390 

kDa; catalizan la oxidación de una cantidad de donadores de hidrógeno aromático, con 
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una reducción concomitante del oxígeno y del agua a pesar de oxidar ácidos fenólicos y 

metoxifenólicos. Varios sustratos han sido usados para la determinación de esta enzima, 

tales como el ácido 2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) (ABTS), el 

guayacol (orto-metoxifenol), dimetoxifenol y la siringaldazina. El sustrato artificial de la 

lacasa, ABTS, es el más comúnmente empleado para la determinación de la actividad 

debido a su alta afinidad, pero requiere de un pH ácido (pH=3) para su uso, siendo 

estable para un rango estrecho del mismo (Palmieri y col., 1997), éste puede actuar 

como mediador, permitiendo la oxidación de compuestos modelos de la lignina no 

fenólicos que por su estructura no son sustratos en particular de la lacasa. 

Otros trabajos describen ensayos cualitativos usando guayacol, para la clasificación de 

distintos géneros de hongos de pudrición blanca (Pinzón y Ruiz, 2004); por lo que los 

resultados obtenidos potencian la utilización de este sustrato para evaluar la capacidad 

ligninolítica de los hongos de pudrición blanca que pertenecen al grupo lacasa-

manganeso peroxidasa.  

Se conoce que en los mecanismos ligninolíticos de Pleurotus spp., la enzima lacasa 

juega un papel importante en la biodegradación de compuestos fenólicos y aminas 

aromáticas (Ikehata y col., 2004). 

Los estudios realizados con Pleurotus spp. se dirigen hacia la producción de esta enzima 

extracelular empleando cultivos líquidos (Palmieri y col., 2000) y hacia su purificación y 

caracterización (Giardina y col. 1999; Marques de Souza y Peralta, 2003) siendo escasos 

los estudios de la producción de esta enzima por FES. 

Se refieren Pleurotus ostreatus sobre la mezcla bagazo de caña de azúcar y paja de trigo 

suplementado con alcohol veratrílico (Suguimoto y col., 2001) y Pleurotus pulmonarius 
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sobre paja de trigo (Marques de Souza y col., 2002) como productores de lacasa por 

FES. Recientemente están los trabajos de Mata y colaboradores (2005) con Pleurotus 

spp. como productor de lacasa en pulpa de café. También con Pleurotus spp., pero como 

biodegradador del color del líquido residual de la pasteurización de la pulpa de café 

mediante lacasa y sus isoformas (Rodríguez, 2006; Rodríguez y col., 2008). 

En los hongos de pudrición blanca, las lacasas son típicamente producidas en múltiples 

isoformas dependiendo de la especie de hongos y las condiciones ambientales. Se 

conocen en Pleurotus ostreatus, tres isoformas, las cuales han sido identificadas, 

purificadas y caracterizadas (Palmieri y col., 1997; 2000; 2003). Por su parte Marques 

de Souza y colaboradores (2004) detectaron también, tres isoformas en P. pulmonarius, 

al igual que Muñoz y colaboradores (1997) con P. eryngii. Las isoenzimas detectadas 

manifestaron diferencias en sus eficiencias catalíticas y especificidad de sustratos, lo que 

puede resultar en un amplio rango de actividad in vivo por la lacasa, lo que aún queda 

sin esclarecer es si esta multiplicidad se corresponde con una diferenciación real de 

funciones. 

1.4.3.1 Aplicaciones potenciales de las lacasas en biotecnología. 

Esta enzima inmovilizada ha sido empleada para la detoxificación de compuestos 

fenólicos en vinos (Kersten y col., 1990) y para mejorar la producción de etanol de 

materia prima renovable. También un nuevo método enzimático basado en la lacasa se 

ha desarrollado para la diferenciación de morfina de la codeína, simultáneamente en 

muestra de droga, inyectado en un sistema de detección de flujo. 

Se tienen antecedentes de la biodegradación de las melanoidinas  o polifenoles presentes 

en residuales líquidos coloreados como la vinaza de destilería  y el residual de la 
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pasteurización de la pulpa de café; por parte de Pleurotus spp. en cultivos líquidos, 

mediado por lacasas (Martirani y col., 1996; Dahiya y col., 2001; Rodríguez, 2006; 

Rodríguez y col., 2008).  

Un biosensor de pasta de carbono con un extracto bruto enzimático modificado de 

Pleurotus ostreatus como fuente de lacasa, esta propuesto para la determinación de 

catecolamina en formulaciones farmacéuticas. Otra aplicación de la lacasa como 

biosensor es el electrodo con enzimas inmovilizadas para medir el contenido de fenoles 

de muestras acuosas (Zouari y col., 1994) y de forma más específica, para la 

determinación en jugos de frutas, té, y otras bebidas (Cliffe y col., 1994; Yaropolov y 

col., 1994). Lacasas de plantas han sido usadas como biosensores para medir oxígeno en 

fase gaseosa, también se ha empleado como un sustituyente de la peroxidasa de rábano 

(Kersten y col., 1990) en los inmunoensayos enzimáticos, por ser más sensible y simple 

su uso como marcador, ya que la peroxidasa de rábano exhibe un amplio espectro de 

tinción y forma ocasionalmente complejos no productivos con el H2O2. 

Este capítulo nos permitió conocer la importancia del Pleurotus spp. como organismo 

biológico que produce alimentos y enzimas lacasas, con capacidad de crecer sobre 

sustratos lignocelulósicos empleando la biotécnica de la fermentación sólida. También 

se puede concluir que la pulpa de café es un subproducto lignocelulósico con 

potencialidades para su aprovechamiento mediante la fermentación en estado sólido 

empleando el basidiomiceto de pudrición blanca Pleurotus ostreatus. 

Conociendo estos elementos, se realiza un diseño de la investigación para demostrar la 

capacidad de Pleurotus de producir setas y enzimas lacasas, conllevando además, la de 

biodegradar la pulpa de café.  
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CAPITULO 2. MATERIALES Y MÉTODOS. 

A continuación se detallan los materiales y los métodos empleados en la investigación,  

las metodologías y tareas realizadas para cumplimentar el objetivo propuesto, así como 

las técnicas analíticas utilizadas. 

La producción de setas comestibles y enzimas depende de tres factores fundamentales: 

cepa, sustrato y condiciones de producción. El diseño experimental empleado en la 

obtención de setas incluyó estas variables y en la producción de enzimas se estudió la 

etapa de crecimiento vegetativa o colonización del sustrato por el Pleurotus, por ser la 

fase crítica que limita la fermentación en estado sólido. 

2.1. Diseño experimental. 

Para la producción de setas comestibles, la unidad experimental (biorreactor) fue la 

bolsa de polietileno transparente y las respuestas a obtener fueron: observaciones del 

crecimiento y la fructificación, producción de setas, rendimiento, eficiencia biológica, 

tasa de producción, características de las setas, actividad enzimática ligninolítica del 

sustrato remanente, bioconversión, etc. 

Para la producción de enzimas lacasas, la unidad experimental (biorreactor) fue la 

columna Raimbault y las respuestas a obtener fueron: biomasa micelial, actividad lacasa, 

biodegradación de compuestos tóxicos: cafeína, fenoles totales y taninos condensados.  

El diseño experimental se detalla en la Tabla 11. 
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2.2. Cepas de Pleurotus spp.  

Nueve cepas de  Pleurotus spp. fueron estudiadas,  ocho pertenecientes a la colección de 

cultivos del Centro de Estudios de Biotecnología Industrial (CEBI), Facultad de 

Ciencias Naturales, Universidad de Oriente, Cuba y una, a la Colección de Recursos 

Genéticos del Colegio de Posgraduados de Puebla, México. Las cepas fueron 

conservadas en agar papa dextrosa y se incubaron a 25°C. A continuación se refieren 

(Índice Fungorum):    

Pleurotus ostreatus (Jacq.) P. Kumm.                CCEBI 3021 

Pleurotus ostreatus                                             CCEBI 3022 

Pleurotus ostreatus                                             CCEBI 3023 

Pleurotus ostreatus (Florida)                              CCEBI 3024 

Pleurotus ostreatus                                             CCEBI 3025 

Pleurotus ostreatus                                             CCEBI 3026 

Pleurotus sajor-caju (Fr.)Singer                         CCEBI 3027 

Pleurotus ostreatus                                             CCEBI 3073 

Pleurotus ostreatus                                             MC50 

2.3. Producción de setas comestibles. 

La producción de setas comestibles se realizó en la planta de investigación-producción 

del Centro de Estudios de Biotecnología Industrial de la Facultad de Ciencias Naturales 

de la Universidad de Oriente, esta planta cuenta con temperatura controlada mediante 

equipo de climatización, humedad relativa del aire controlada a través de riego por 

aspersión e iluminación focalizada por luces fluorescentes en el techo y paredes de la 

planta.  
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También se realizó la producción de setas comestibles en una planta rural, instalada en 

una construcción soterrada (refugio) de la Estación Central de Investigaciones de Café y 

Cacao (ECICC), ubicada en el macizo montañoso Sierra Maestra, en el municipio III 

Frente, a unos 450 metros sobre el nivel del mar. Esta planta cuenta con temperatura 

variable según las horas del día y las estaciones del año, humedad relativa del aire 

controlada a través de riego por aspersión e iluminación focalizada por luces 

fluorescentes en el techo y paredes de la planta.  

La metodología de trabajo se describe según la figura 3. 

2.3.1. Preparación del inóculo. 

Los inóculos se prepararon  esterilizando granos de trigo (Triticum aestivum L.) (50% de 

humedad) durante 1h a 121°C en frascos de vidrio de boca ancha (omnia); 

posteriormente se inocularon con las cepas y se incubaron a 30°C durante 15 días 

(Guzmán y col. 1993). 

2.3.2. Preparación de sustratos  puros y las mezclas. 

Pulpa de café (Coffea arabica L.) procedente del centro de beneficio húmedo “El 

Ramón” en el municipio Santiago de Cuba, secada al sol, molida y tamizada (entre 0,8 y 

2 mm).  

Pulpa de café (Coffea canephora variedad robusta) procedente del centro de beneficio 

húmedo “La Mandarina” en el municipio III Frente de la provincia de Santiago de Cuba, 

secada al sol y almacenada hasta su posterior utilización.  

Cáscaras de cacao (Theobroma cacao L.) procedente del cacaotal de la finca “La 

Mandarina” en el municipio III Frente de la provincia de Santiago de Cuba, secadas al 

sol, molidas y tamizadas (fracciones entre 1,25 y 4 mm y mayor 4 mm).  
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Cáscaras de coco (Cocos nucifera, Lin.), procedente de la zona de El Cristo en la 

provincia Santiago de Cuba, secadas al sol y trituradas (fracción mayor de 3cm).  

Viruta de cedro (Teona ciliata Roem) o cedro de Himalaya, procedente de la carpintería 

de la Universidad de Oriente. 

Aflecho o residuo seco natural, consiste en una mezcla de pulpa, pergamino y mucílago, 

procedente del beneficiado seco del grano de café de la región de III Frente. 

Los sustratos se hidrataron por inmersión en agua durante 12 horas, se pasteurizaron 

durante una hora a 75±5°C, posteriormente se escurrieron hasta alcanzar 70-75% de 

humedad. 

Se realizó el estudio sobre los sustratos puros y sus formulaciones binarias, según se 

expone en la Tabla 12.  

2.3.3. Fermentación en bolsas de polietileno. 

Luego de escurridos los sustratos se mezclaron con el inóculo, a  razón de 10% con base 

en el peso húmedo del sustrato, se colocaron en bolsas de polietileno transparentes de 

tamaño variable según el experimento a seguir y se ubicaron en estantes dentro del 

cuarto de colonización. Se prepararon tres réplicas por cada cepa y por cada sustrato o 

formulación estudiada.  

Al tercer día de colocadas las bolsas en los estantes, se les realizaron perforaciones 1 cm 

de diámetro separados por 8 cm cada una.  

Una vez colonizado el sustrato y para estimular la aparición de los primordios y luego el 

desarrollo de los cuerpos fructíferos, las bolsas se trasladaron al cuarto de fructificación 

bajo las siguientes condiciones: 
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• Humedad del aire: 90 ± 5%, se logró mediante la nebulización con un dispositivo de 

riego por aspersión. 

• Temperatura: 23 ± 2°C 

• Iluminación: Se requiere de más de 400 lux, en fotoperíodos de 12 horas/día, se 

logró con lámparas fluorescentes colocadas en el techo y paredes del local. 

• Ventilación: Es decisivo eliminar el CO2 producido durante la respiración del hongo, 

se logró mediante un extractor de aire, removiendo el aire 2 o 3 veces al día. 

Los dos últimos parámetros también fueron aplicados en la planta rural. 

2.3.4. Muestreo y control de la producción de setas comestibles. 

Cada bolsa constituye una muestra. Se registraron las observaciones sobre el crecimiento 

del micelio, las posibles e indeseables apariciones de contaminantes, el tiempo de 

colonización, el día de aparición de los primordios (precocidad), las cosechas 

producidas, los tiempos de fructificación y de producción y el peso del sustrato 

remanente. 

Para cada bolsa se llenó un formulario con los datos de la producción, luego se 

calcularon los siguientes parámetros de control: producción de setas comestibles, 

eficiencia biológica, rendimiento y  tasa de producción. 

2.3.4.1. Precocidad. 

Precocidad (P): Definida como el tiempo que transcurre entre el día de la inoculación y 

el día en que aparecen los primeros primordios o carpóforos. 

2.3.4.2. Producción. 

Los elementos de entrada y salida para el balance de masa, durante la producción de 

setas en las bolsas de polietileno se presentan en la Figura 4. 
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Para la fase biótica: X1 + R*S1 +  R*S2 =  X2,  en donde                 (1)              

S1 = Sustrato en el inóculo (g) 

S2  = Sustrato para fructificación (g) 

X1= Biomasa del inóculo (g) 

X2 = Biomasa producida (g) 

R = Rendimiento biomasa/sustrato. 

X2 es el total de biomasa: micelio (Xm) + setas obtenidas (X3) 

Como S1 << S2 y X1 << X2 el rendimiento puede calcularse como: R = X2 /S2    

Para la producción de setas comestibles se estima que Xm<<X3  

Una vez cosechadas las setas, se eliminaron restos de sustratos y se pesaron en balanza 

técnica (OWA-LABOR).  

Producción promedio por bolsas: Definida como peso total de las setas frescas 

cosechadas entre el número de bolsas que produjeron. 

2.3.4.3. Eficiencia biológica. 

Eficiencia biológica (EB): Definida como la relación en porciento del peso de las setas  

frescas y el peso seco del sustrato. 

EB  = (peso de las setas frescas/ peso del sustrato seco) x 100             (2) 

2.3.4.4. Rendimiento. 

Rendimiento (R): Definido como la relación en porciento entre el peso fresco de las 

setas y el peso del sustrato húmedo. 

R = (peso de las setas frescas/ peso del sustrato húmedo) x 100  R=(X3 /S2)*100    (3) 

Según establece esta tecnología los rendimientos deben ser superiores al 10% y la 

eficiencia biológica debe alcanzar valores entre 40-50%, lo cual determina que sea 
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factible económicamente la fermentación en estado sólido (Tschierpe y Hartmann, 1977, 

Prata y Pani, 1995).  

2.3.4.5. Tasa de producción. 

Tasa de producción (TP): Definida como la relación en porcentaje entre la eficiencia 

biológica y los días transcurridos desde la siembra hasta el último día de producción 

(Sánchez y Royse, 2002).  

TP= (EB/tiempo desde la siembra hasta el último día de producción) x 100      (4) 

2.3.4.6. Bioconversión. 

Volviendo a la figura 4  y realizando balance de masa global del sistema se tiene: 

Sustrato (S2) + Inóculo (S1, X1) + Agua + O2 = Biomasa (X2) + Sustrato remanente (S3) 

+ CO2 + Agua residual 

Donde se hicieron las siguientes consideraciones (Sánchez y Royse, 2002): 

- la cantidad de inóculo (S1, X1) es el 10% del sustrato(S2),  

- la biomasa (X2) son las setas obtenidas,  

- el agua y el O2 de entrada son tomados por el hongo para su crecimiento,   

- el CO2  y el agua residual, son obtenidas por cálculo, al ser difícil su 

determinación. 

La bioconversión se analizó mediante:  

Sustrato  = Setas obtenidas + Sustrato remanente (S3) + CO2 + Agua residual.         (5) 

2.3.5. Características de las setas comestibles.  

Se evaluaron algunas características de las fructificaciones obtenidas por los aspectos 

morfológicos: color y textura;  tamaño de los cuerpos fructíferos, contenido de proteína 

bruta y ácidos nucleicos.  
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2.3.5.1. Tamaño de los cuerpos fructíferos. 

Se midió el diámetro de todos los cuerpos fructíferos cosechados y se promediaron. 

2.3.5.2. Determinación de proteína bruta.  

Se determinó a partir del nitrógeno total por el método de Kjeldahl (NC: 86-05:1984).  

2.3.5.3. Determinación de ácidos nucleicos. 

Se determinó espectrofotométricamente por el procedimiento de Rut (1973) referido por 

Otero (1985). 

2.3.6. Determinación cuantitativa de la actividad enzimática ligninolítica del 

sustrato remanente. 

El sustrato remanente fue sometido a extracción sobre hielo con tampones para la 

determinación de las actividades enzimáticas lacasa, manganeso peroxidasa y versátil 

peroxidasa. La extracción se realizó siguiendo el procedimiento siguiente: a 3 g de 

muestra se le añadieron 50 mL de: tampón fosfato de sodio (para la determinación de 

lacasa) o tampón acetato de sodio (para la determinación de manganeso peroxidasa y 

versátil peroxidasa) se mezcló y se colocó en zaranda a 70 rpm durante una hora, se 

filtró y el sobrenadante se centrifugó 10 minutos a 4 000 rpm.  

Las tres actividades enzimáticas se midieron a 30°C, se emplearon 100 µL de 

sobrenadantes, para un volumen final de ensayo de un mililitro. La unidad de actividad 

se definió como la cantidad de enzima necesaria para producir 1 µmol de producto en un 

minuto.  

La actividad lacasa se determinó por la oxidación del guayacol (εo= 6 740 M-1cm-1) a 

470nm en una mezcla de reacción que contiene 10 mmol L-1 de guayacol en 0,1 mol L-1 
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de tampón fosfato de sodio pH 6, para un volumen final de reacción de 1mL (Marques 

de Souza y Peralta, 2003).  

Para medir la actividad manganeso peroxidasa se siguió el método de Pick y Keisare 

(1980) con algunas modificaciones (Rodríguez, 2006). Se utilizó el p-dimetoxifenol, 

donde los componentes de la mezcla de reacción fueron 0,2 mmol L-1 de éste, 0,5 mmol 

L-1 de MnSO4, 0,05 mmol L-1 de  H2O2  y el tampón malonato de sodio a un valor de pH 

4,5. El incremento de absorbancia se midió a 477nm (εo=14 800 M-1cm-1). 

La actividad versátil peroxidasa, también llamada peroxidasa independiente de 

manganeso, fue ensayada usando las mismas condiciones que para determinar la 

actividad manganeso peroxidasa, pero en ausencia de MnSO4. 

2.4. Producción de enzimas lacasas. 

La producción de enzimas lacasas, se realizó en los laboratorios del Centro de Estudios 

de Biotecnología Industrial (CEBI) de la Facultad de Ciencias Naturales de la 

Universidad de Oriente y en el laboratorio BioTrans de la Facultad de Ciencias y 

Tecnología Paul Cézanne en la Universidad de Marsella. El sustrato empleado fue pulpa 

de café (Coffea arabica L.). 

En ambos laboratorios, los instrumentos y equipos utilizados están certificados por las 

Oficinas de Normalización correspondientes.  

2.4.1. Estudio sobre diferentes medios de cultivo agarizados. 

Se emplearon dos medios de cultivo agarizados convencionales: agar papa dextrosa 

(SIGMA) y agar extracto de malta  (BIOCEN) y dos medios de cultivo agarizados 

naturales: extracto pulpa de café con glucosa y extracto pulpa café sin glucosa.  
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Los medios naturales se prepararon por cocción durante 20 minutos de la pulpa de café 

molida (fracción menor de 0,7mm) (200 g L-1) en agua destilada, filtrado, centrifugado 

20 minutos a 4 000 rpm y completados con agua destilada hasta un litro. Se adicionó 

agar (15 g L-1) y glucosa (20 g L-1).  

Los medios fueron esterilizados a 121°C durante 15 minutos. 

2.4.1.1. Evaluación cualitativa de la actividad enzimática lacasa.  

Se determinó empleando el ácido 2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) 

(ABTS) 0,2 mol L-1 en tampón fosfato citrato. Se añadieron dos gotas de ABTS sobre el 

micelio de Pleurotus spp. de 7-10 días, una en el centro y otra en el lateral de la placa, el 

cambio de coloración de la gota a un verde azul intenso cuando transcurren cinco 

minutos, indicó la presencia de enzima lacasa. El ensayo se realizó a pH 3, 30°C 

(Velázquez-Cedeño, 2005). 

2.4.2. Preparación del inóculo. 

Los inóculos se prepararon  esterilizando granos de trigo (Triticum aestivum L.) durante 

una hora a 121°C en placas Petri de 9cm, conteniendo 30g de trigo previamente 

remojados (50% de humedad), posteriormente se inocularon con las cepas en estudio y 

se incubaron a 25°C durante diez días (Guzmán y col., 1993). 

2.4.3. Preparación de la pulpa de café. 

La pulpa de café luego de molida y tamizada (entre 0,8 y 2 mm)  se mezcló con agua 

hasta lograr 65-67% de humedad,  se esterilizó 20 minutos a 121°C. Se colocó en flujo 

laminar y se inoculó (10% peso/peso) con el micelio de las cepas crecidos en granos de 

trigo. 
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2.4.4. Fermentación en estado sólido en columnas Raimbault. 

Los biorreactores consistieron en columnas de vidrio descritas por Raimbault y Alazard 

(1980) (Figura 5), que contenían la pulpa de café con 67% de humedad, se colocaron 

sobre los humidificadores y se introdujeron dentro del baño termostatado (Figura 6), 

bajo las siguientes condiciones: temperatura: 25±0,5°C, flujo de aire para cada columna: 

2mL min-1 g-1 de sustrato seco (Gaime- Perraud, 1995) y 10% (peso/peso) de inóculo. Se 

trabajó a dos escalas de fermentación: pequeña (30g) y media (150g). 

 Cada  columna funciona independientemente, permitiendo retirar las mismas para tomar 

las muestras sin desestabilizar el resto del dispositivo. Se llevó la fermentación hasta los 

siete días en todas las escalas de fermentación.  

2.4.5. Fermentación en estado sólido en columnas de 0,75 kg. 

Se utilizó columna de vidrio (Figura 7). Las condiciones fermentación fueron las mismas 

de las escalas pequeña y media. Los parámetros de diseño y operación de todas las 

escalas de fermentación se detallan en la Tabla 13. Se midió la temperatura en el centro 

de la columna y la del local se mantuvo en 25°C. 

2.4.6. Muestreo y control de la producción de enzimas lacasas. 

A diferencia de la fermentación sumergida, la toma de muestras durante una 

fermentación sólida es complicada. Se definió una columna completa para un tiempo de 

fermentación dado.  

Se estudiaron por cepa, cada 24 horas, durante siete días, los siguientes parámetros: 

humedad, pérdida de peso, biomasa micelial, pH, carbohidratos totales solubles, 

azúcares reductores, proteínas solubles, actividad enzimática lacasa, actividad 
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enzimática degradadora de procianidina B2, cafeína, fenoles totales y taninos 

condensados. Se realizó el tratamiento descrito en la Figura 8.  

Para las escalas de fermentación pequeña y media se tomó todo el contenido de una 

columna por día, para la columna de 0,75 kg  solo se tomó la muestra inicial y la final 

(después de 7 días de fermentación), (todas por duplicado para cada determinación):  

[a] determinación de humedad, pérdida de peso y análisis de cafeína,  

[b] determinación de biomasa micelial, 

[c] extracción sobre hielo y con agua destilada a 4°C (a los extractos obtenidos se les 

denominó “crudo enzimático”) para determinación del pH, carbohidratos totales 

solubles, azúcares reductores, proteínas solubles, determinación cuantitativa de la 

actividad enzimática lacasa y determinación de la actividad enzimática degradadora 

de procianidina B2. 

[d]  liofilización y molido antes de la medición de compuestos tóxicos: fenoles totales y 

taninos condensados. 

2.5. Determinaciones analíticas. 

2.5.1. Determinación cuantitativa de la actividad enzimática lacasa. 

Se utilizó el mismo sustrato que en la determinación cualitativa de la actividad 

enzimática lacasa, ABTS (Palmieri y col., 1997). La mezcla de ensayo fue: ABTS 

2mmol L-1 en tampón citrato de sodio 0,1mol L-1 (pH 3, 30°C). La oxidación del ABTS 

se siguió a través del incremento de la absorbancia a 420 nm (εo=36 000  M-1cm-1). La 

actividad enzimática se expresó en U/gramo de sustrato seco y se define como la 

cantidad de enzima necesaria para producir 1 µmol de ABTS oxidado, en un minuto 

bajo las condiciones especificadas. 
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2.5.2  Determinación del pH. 

Los valores de pH se determinaron utilizando un pH-metro digital, según lo establecido 

en el Standard Method (APHA, 1998). 

2.5.3. Determinación del porcentaje de humedad.  

Para cada columna se tomó aproximadamente el 10% de su contenido (sustrato húmedo) 

y se llevó al analizador de humedad electrónico SARTORIUS MA45 para conocer: peso 

seco, humedad y materia seca de las muestras.   

2.5.4. Determinación del porcentaje de pérdida de peso.  

Se calculó por la diferencia de pesos de las columnas entre el día inicial (tiempo cero) y 

un día dado (tiempo t).   

2.5.5. Determinación de carbohidratos totales solubles. 

Se empleó el método del fenol sulfúrico (Dubois y col., 1956) utilizando una solución de  

glucosa de 50 µg mL-1  como patrón. 

2.5.6. Determinación de azúcares reductores. 

Los azúcares reductores se determinaron por el método de Miller (1959) utilizando una 

solución de  glucosa de 1g L-1  como patrón. 

2.5.7. Determinación de biomasa micelial. 

La biomasa micelial se determinó indirectamente a partir del contenido de proteínas 

(Bradford, 1976), primeramente las proteínas fueron hidrolizadas con ácido fosfórico 

H3PO4 0,5M (Córdova-López y col., 1996).  Se realizó curva patrón de biomasa con el 

micelio de Pleurotus spp. crecido sobre medio de cultivo agarizado natural. 
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2.5.8. Determinación de proteínas solubles. 

La cantidad de proteína se determinó utilizando albúmina de suero bovino como patrón  

(Bradford, 1976). A los crudos enzimáticos se añadió el reactivo de Bradford (Bio-Rad 

Laboratorios, Hércules, California) se agitó vigorosamente y después de cinco minutos 

se leyó la absorbancia a 595 nm en espectofotómetro (UVmini-1240 SHIMADZU). 

2.5.9. Determinación de compuestos tóxicos. 

2.5.9.1. Determinación de fenoles totales. 

Se determinó con el reactivo de Folin-Ciocalteu (Barlocher y Graca, 2005). La 

extracción de los compuestos fenólicos se realizó siguiendo el procedimiento siguiente: 

a 100mg de muestra liofilizada y molida (fracción menor de 0,5mm) se le añadieron 

5mL de acetona al 70%, se dejó reposar durante una hora a 4°C y se centrifugó a 5 000 

rpm, 20 minutos.  

Se tomó 0,5 mL de sobrenadante y se llevó a 1 mL con agua destilada,  se añadió 5 mL 

de Na2CO3 al 2% en NaOH 0,1N y se mezcló, luego de 5 minutos se añadió 0,5 mL del 

rectivo de Folin-Ciocalteu y se volvió a mezclar. Se dejó en reposo a la oscuridad 

durante 120 minutos, posteriormente se leyó la absorbancia a 760 nm. Se determinó la 

concentración de fenoles totales según curva de calibración de ácido tánico y se  expresó 

en mg/gramo de sustrato seco. 

2.5.9.2. Determinación de taninos condensados (Proantocianidinas totales).  

Se obtuvieron  por extracción con metanol-agua 50% (v/v) (Gessner y Steiner, 2005). La 

extracción de los taninos condensados se realizó por el procedimiento siguiente: a 

100mg de muestra liofilizada y molida (fracción menor de 0,5mm) se le añadieron 2 mL 
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de metanol-agua 50% (v/v) se mezcló y se colocó en zaranda 70 rpm durante 30 

minutos.  

Se tomó 250 µL de sobrenadante y se introdujeron en un tubo de vidrio con tapa rosca 

de 10 mL, se añadió 3,5 mL de la mezcla Butanol-HCl, se tapó y se incubó a 95°C en 

baño de agua durante una hora, luego el tubo fue enfriado durante 15 minutos a 

temperatura ambiente, se leyó la absorbancia a 550 nm. Se determinó la concentración 

de taninos condensados según curva de calibración del dímero de procianidina B2 

comercial [(-)-epicatequina-4β-8)-(-)-epicatequina] (Lyon, Francia) y se  expresó en µg / 

gramo de sustrato seco. 

2.5.9.3. Determinación de cafeína. 

Se determinó por cromatografía líquida de alta presión (HPLC, siglas en inglés) (Kreiser 

y Martin, 1978), luego de extracción con agua caliente, se siguió el procedimiento 

siguiente: a 100 mg de muestra liofilizada y molida (fracción menor de 0,5mm) se le 

añadió 1,5 mL de agua destilada caliente (90±5°C) se homogenizó en rotor durante unos 

segundos, se colocó en baño de María en ebullición por espacio de 5 minutos, se dejó 

refrescar y decantar durante 10 minutos, una vez refrescada la muestra se tomó 0,5 mL 

de sobrenadante y se centrifugó a 14 000 rpm, 5 minutos. Antes de inyectar la muestra 

en la columna cromatográfica,  se filtró usando filtro Millipore 0,45 µm.  

Las condiciones de la cromatografía fueron: columna Zorbax Eclipse XDC-C18 (5 µm, 

4,6 x 150mm) de fase reversa, como fase móvil se empleó acetonitrilo (SIGMA, grado 

HPLC) 10% isocrático, con un flujo de 2 mL min-1, se inyectó 20 µL de muestra y la 

detección se hizo a 280 nm.  
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Se realizó una curva estándar de referencia con cafeína anhidra comercial (SIGMA), con 

la cual se relacionó el área resultante de cafeína y su concentración. El tiempo de 

retención del pico de cafeína se obtuvo entre 2,7 min y 3,3 min.  

La concentración de cafeína se expresó en mg g-1 de sustrato seco. 

2.6. Técnicas de purificación y caracterización de las lacasas del crudo enzimático. 

Para la purificación y caracterización parcial del crudo enzimático (aproximadamente 

80mL), conteniendo la lacasa extracelular, se siguió la metodología siguiente: 

Extracto crudo enzimático. 

Diálisis 

Isoelectroenfoque. 

Ultrafiltración 

Zimografía 

2.6.1. Diálisis. 

Se realizó diálisis del extracto enzimático con el fin de eliminar sales procedentes del 

medio de cultivo, se utilizó una membrana SIGMA con un valor de corte de  12-

14000Da. La muestra a dializar se introduce en la membrana y se sumerge en dos litros 

de agua desionizada a 4°C durante la noche.  

2.6.2. Isoelectroenfoque. 

El equipo llamado Rotofor cell (Rotofor, Bio-Rad, USA), separa a las proteínas por su 

punto isoeléctrico, permitiendo determinar el punto isoeléctrico de la proteína de interés. 

La actividad de las proteínas se mantiene, porque éstas están en solución y conservan su 

estructura nativa. 

 49
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El Rotofor-cell tiene incorporada una cámara cilíndrica de 60 mL de capacidad, con un 

tubo en el interior que enfría la muestra a  4°C y gira de manera continua (la rotación es 

de una rpm). La cámara se encuentra dividida en 20 compartimentos y cada uno 

corresponde a una fracción del extracto. Cada fracción es rápidamente colectada en 20 

tubos diferentes. La separación es posible, ya que se establece un gradiente de pH, entre 

el cátodo y el ánodo con anfolitos (electrolitos) en la muestra. Cuando se aplica un 

voltaje, los anfolitos y las proteínas migran y se detienen cuando alcanzan su punto 

isoeléctrico (pI). 

La muestra consistió en 58 mL del crudo enzimático dializado y 2 mL de anfolitos (Bio-

Lytes 3/10, Bio-Rad). Se aplicó una corriente constante de 14 Watts, durante 3 horas. 

Las proteínas se separaron según su punto isoeléctrico (pI), con ayuda de una bomba de 

vacío se recolectaron las 20 fracciones en tubos, a las cuales se le realizaron las 

determinaciones de pH y actividad enzimática lacasa. 

2.6.3. Ultrafiltración. 

Las fracciones seleccionadas se concentraron mediante un sistema de ultrafiltración 

(Amicon Millipore, modelo 8400) de membrana Centricon con valor de corte de 

10000Da de masa molecular (YM-10), se centrifugó a 4°C, 5 000 rpm, durante 30 

minutos. Las fracciones fueron concentradas 10 veces de su volumen original.  

2.6.4. Zimografía. 

Para identificar el número de isoformas enzimáticas, se realizó electroforesis en gel de 

poliacrilamida en presencia de dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE, siglas en inglés). La 

electroforesis en condiciones desnaturalizantes se realizó de acuerdo a la metodología de 
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Laemmli (1970). Se emplearon concentraciones de acrilamida de 10%, en todos los 

casos y el gel se corrió a 4°C.  

Después de la electroforesis, los geles se lavaron con agua desionizada, usando zaranda 

orbital a 50rpm durante dos horas, el agua se cambió cada 30min para eliminar el 

dodecilsulfato de sodio, luego se equilibraron en amortiguador de citrato de  sodio 0,1 M 

(pH 3) por una hora a temperatura del laboratorio.  

Finalmente para revelar la actividad lacasa se utilizó la misma solución empleada en la 

determinación cuantitativa de la actividad lacasa, 2mM ABTS en 0,1M de amortiguador 

de citrato de  sodio (pH 3, 30°C) (Téllez-Téllez y col., 2005).  

2.7. Aplicación del crudo enzimático sobre procianidina B2 comercial. 

Se estudió la acción  del crudo enzimático sobre  procianidina B2 comercial mediante la 

desaparición de la procianidina B2 a 280 nm (Contreras-Domínguez y col., 2006). La 

mezcla de reacción fue 1 mmol L-1 de procianidina B2 [(-)-epicatequina-(4β-8)-(-)-

epicatequina] (Lyon, Francia) en 0,2 mol L-1 de tampón fosfato, pH 6. La reacción se 

llevó acabo a 30°C durante 30 minutos, se detiene colocando en hielo y añadiendo ácido 

tricloroacético al 10%.  

La desaparición de la procianidina se analizó con un sistema HPLC (sistema de bomba 

cuaternaria Waters 600E con sistema de control, detector de diferentes longitudes de 

onda y modulo de datos Waters/46). Se empleó una columna C18 ATLANTIS 5 µm, 

4,6x250 mm de longitud (Waters Co.U.S.A.). La velocidad de elución fue de un mL 

min-1. El sistema de los solventes aplicados fue: solvente A (acetonitrilo, grado HPLC) y 

solvente B (ácido acético-agua, 2.5%, v/v): 0-3 min, 3% A; 3-5 min, 9% A; 5-15 min, 

16% A; 15-45 min, 50% A; 45-51 min, 90% A; 51-60 min, 3% A.  
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La procianidina B2 consumida en el curso de la reacción se calcula de la manera 

siguiente: 

∆C = (Ci - Cf) * D                                                                         (6) 

donde: 

∆C: procianidina B2 consumida en el curso de la reacción (g L-1). 

Ci: Concentración inicial de procianidina B2 en el tiempo cero (g L-1).  

Cf: Concentración final de procianidina B2 en el tiempo t (g L-1). 

D: Factor de dilución de las muestras. 

La actividad enzimática se expresa en U g-1de sustrato seco y se define como la cantidad 

de enzima que es capaz de catalizar la desaparición de 1 µmol de procianidina B2 en un 

minuto por gramo sustrato seco, a 30°C.   

La actividad enzimática se calcula de la manera siguiente: 

Actividad volumétrica 

 (U L-1) = [(∆C)*(Vr)] /[(Vm)*(MM)*(tr)]                                 (7) 

donde: 

∆C: procianidina B2 consumida en el curso de la reacción (g L-1). 

Vr: Volumen de reacción (L).  

Vm: Volumen de muestra (L).  

MM: Masa molecular de la procianidina B2 (g mol-1). 

tr: tiempo de reacción (minutos). 

Actividad específica (U g-1) =  Actividad volumétrica / p 

donde p es la cantidad de proteínas en el volumen de reacción (g L-1) 
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2.8. Tratamiento matemático y estadístico de los resultados. 

Para el procesamiento de los parámetros muestrales se utilizaron los estadígrafos media 

aritmética y desviación estándar. Con la finalidad de determinar si los datos cumplían 

una distribución normal se realizó la prueba D-máxima Kolmogorov-Smirnov y a 

continuación, la prueba de Bartlett o la F máxima para determinar la homogeneidad de 

varianza. Se realizaron análisis de varianzas (ANOVA), de clasificación simple para 

comparar los promedios de los grupos de tratamiento. Para las comparaciones de las 

medias de los tratamientos a posteriori se empleó la prueba de rangos múltiples de 

Duncan (Zar, 1999). Se utilizó el paquete informático Statgraphics Plus versión 

5,1/Abril 2002. Todas las pruebas se realizaron con el criterio que define la significación 

estadística de tipo 1, p< 0,05.  

2.9. Determinación de los indicadores de eficiencia económica y económico-

financiero de una planta productora de setas comestibles. 

Se realizó un análisis económico-financiero en forma de flujo económico neto (sin 

financiamiento externo) en un horizonte de 7 años para una planta productora de setas 

comestibles de 60 ton de setas frescas anuales. Se determinaron: costo de inversión 

inicial, costo de operación anual, ventas, ganancia, utilidades netas, rentabilidad, valor 

actualizado neto, tasa interna de retorno y período de recuperación (ICIDCA, 1998; 

Brealey y col., 2006). 
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CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN. 

En este capitulo se muestran los resultados obtenidos en la producción de setas y 

enzimas lacasas, se discuten con lo referido en la literatura y se enfatiza en los aportes 

que brinda la investigación. 

3.1. Producción de setas comestibles. 

3.1.1 Establecimiento de las condiciones ambientales. 

La producción de setas comestibles obedece a un conjunto de factores como son: cepas 

productoras, sustratos, condiciones ambientales y forma de cultivo, entre otros. 

Para la evaluación de las mejores condiciones ambientales se trabajó con la cepa 

Pleurotus ostreatus (Florida) CCEBI 3024, híbrido de Pleurotus ostreatus x Pleurotus 

ostreatus variedad Florida donado por el Instituto de los Derivados de la Caña de Azúcar 

(ICIDCA), que ha sido evaluada con la paja y el bagazo de la caña de azúcar (Gutiérrez 

y González, 1998). Conociendo los resultados de este Instituto en la producción de setas 

comestibles con esta cepa, se toma como cepa de referencia y se adecua  la tecnología de 

producción de setas comestibles a las condiciones de estudio con los subproductos del 

café. 

La preparación del inóculo fue exitosa, ya que en todos los casos el micelio del hongo 

creció muy bien en los frascos omnia con los granos de trigo remojados y esterilizados, 

observándose en cada uno de los granos un recubrimiento algodonoso blanco, creciendo 

de forma descendente y pareja hasta lograr cubrir todo el frasco (Figura 9), y luego                             
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de 15 días, todo el trigo estaba cubierto por masa blanca. Este intervalo de tiempo 

coincide con los 15 días mencionado en la literatura (Guzmán y col., 1993). 

 La cepa de referencia, CCEBI 3024, crecida sobre la pulpa de café presentó un buen 

desarrollo micelial en las fases de colonización y fructificación, observándose que los 

cuerpos fructíferos crecen en forma de racimos o ramilletes a partir de un tallo o tronco 

central el cual es corto, 1-2cm. Estos racimos siempre son orientados en busca de la luz; 

se observó crecimiento micelial en toda el área de la bolsa, lo que obligó a retirar parte 

de la bolsa de polietileno para que pudieran brotar las setas sin dañarse la forma y 

textura.  

Influencia de la capacidad de las bolsas de polietileno.   

La forma y tamaño del biorreactor a utilizar en la producción de setas comestibles se 

definió antes de comenzar la misma. Desde el punto de vista del hongo, los criterios 

técnicos que se observaron para definir el biorreactor (bolsa de polietileno)  fueron: la 

facilidad de ventilación y de intercambio gaseoso, la facilidad de disipación de calor y 

mantenimiento de la humedad en el sustrato. También se consideraron criterios 

adicionales desde el punto de vista operacional, como son: la facilidad de manejo y 

llenado de las bolsas, la facilidad para cosechar las setas, la disponibilidad de materiales 

y su posible precio, así como el tamaño del local de producción. 

Del estudio y selección del sustrato lignocelulósico, procedente de beneficio húmedo del 

café, más adecuado para la producción de setas comestibles y a su vez la capacidad de 

sustrato en las bolsas de polietileno; empleando la cepa de referencia, se demuestra que 

la pulpa de café aventaja considerablemente al aflecho y la variable capacidad de bolsa: 
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4kg, presentó mayor eficiencia biológica y rendimiento que la variable 2kg (Tabla 14). 

También es superior la pulpa de café en cuanto a la precocidad. 

El aflecho es un subproducto del beneficio del café que se genera en menor cantidad que 

la pulpa de café, en algunos centros de beneficio se utiliza como combustible en los 

secadores del grano de café, debido a que posee menos materiales fermentables, poco 

susceptible de contaminación con bacterias y hongos, pudiera ser esta la razón por la que 

muestra los valores más bajos de eficiencia biológica, 40,3% para 2kg y 28,5% para 4kg. 

Con estos resultados (Tabla 14), en las condiciones de trabajo estudiadas, se escoge 

como mejor variante la utilización de pulpa de café en bolsas de polietileno 

transparentes de 4kg. La variante de 2kg de capacidad del sustrato para la pulpa de café 

puede ser factible para niveles de laboratorio o investigación, donde los lotes de sustrato 

a emplear son menores que en un nivel de producción y más fáciles de manipular. 

Las bolsas transparentes tienen la ventaja de que facilitan el control del proceso, pues 

permite la comparación de las bolsas en todas las fases del proceso productivo. 

3.1.1.1. Evaluación de la producción en la planta de investigación-producción y en 

una planta rural. 

La ejecución de la metodología descrita en la figura 3 (ver Capítulo 2) fue realizada con 

éxito. Al tercer día se observó que existe un crecimiento abundante del micelio en la 

pulpa de café. A los 25 días existe una colonización del 80%, en la planta de 

investigación-producción, mientras que, para la planta rural este tiempo es menor, 

aproximadamente entre 12 y 15 días. Cuando el sustrato colonizado quedó bien 

compactado y cubierto de micelio blanco, se realizaron aberturas a las bolsas y se 

comienza a inducir con luz, esto ocurre aproximadamente a los 30 días de inoculado el 
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micelio en el sustrato para la planta investigación-producción y a los 20 días para la 

planta rural. Se realizaron períodos de luz cada 12 horas para favorecer la aparición de 

primordios. 

La primera aparición de estos ocurre en las aberturas realizadas a las bolsas a los 30 días 

de incubación sobre pulpa de café, se caracterizaron por tener un crecimiento 

protuberante que permiten distinguir las copas del hongo. Los primordios comenzaron a 

desarrollarse a los dos días de exposición a la luz y crecieron alrededor de las 2/3 partes 

de su tamaño normal (Figura 10a), la primera cosecha se realizó a los 5 días de haberles 

expuestos a 12 horas de luz (Figura 10b). 

Se lograron realizar de tres a cuatro cosechas en ambas plantas. El tiempo de producción 

de las setas, con la cepa de referencia sobre pulpa de café fue de 50 a 55 días, otras 

experiencias con esta misma cepa refieren tiempos más largos; sobre bagazo de caña de 

azúcar (Klibansky y col., 1993), 74 días y sobre rastrojo de maíz (Acosta–Urdapilleta y 

col., 1988), 70 días. En general, el tiempo de producción de setas Pleurotus spp. es la 

mitad del tiempo requerido en la producción del champiñón (Agaricus bisporus) que es 

de 120-132 días (Zhanxi y Zhanhua, 1997).   

Investigadores del Centro Nacional de Investigaciones del Café en Colombia plantean 

que la cosecha de Pleurotus spp. dura aproximadamente 45 días para P. pulmonarius, 

repartida en dos cosechas separadas 14 días, y para P. ostreatus y P. sajor-caju es de 50 

días, repartida en tres cosechas cada diez días (Rodríguez y Jaramillo, 2005), 

coincidiendo con nuestros resultados. 

Entre los siete y diez días posteriores de la primera cosecha, se realizó la segunda, la 

cual fue menor. Se siguió cosechando hasta los 20-25 días después de la aparición de los 
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primeros primordios, luego de este periodo, la producción decreció significativamente y 

el tamaño de las setas fue menor. Valores obtenidos en experiencias realizadas por 

Martínez-Carrera y colaboradores (2000) permiten manifestar que nuestros resultados 

sobre el número de cosechas están dentro de los requeridos para ser comercializados.  

La producción de las setas con la cepa de referencia se llevó a cabo en ambas plantas 

productoras. Los resultados de producción promedio por unidad (bolsa), la eficiencia 

biológica, y el rendimiento muestran que en ambas plantas productoras es factible 

desarrollar la tecnología (Tablas 15 y 16). 

La eficiencia biológica y el rendimiento son satisfactorios y superiores al 53% de 

eficiencia biológica obtenido con esta misma cepa sobre agro residuos de caña de azúcar 

por Klibansky y col., (1993), superiores también al valor de 70% de rendimiento 

obtenido por Pleurotus sajor-caju en pulpa de café colombiana (Rodríguez y Jaramillo, 

2005). López y colaboradores, 2005 obtuvieron setas Pleurotus con similares índices de 

producción cuando cultivaron Pleurotus djamor sobre otros sustratos lignocelulósicos  

en condiciones de laboratorio y en una casa rural tropical.   

Existe un factor de variabilidad que puede incidir en que no exista correspondencia 

directa entre el número de bolsas inoculadas y su producción promedio, se trata de la 

variedad de pulpa de café utilizada. En ambas plantas se observó que a medida que se 

aumenta el número de unidades de producción (bolsas), disminuye el rendimiento. Las 

variaciones en el experimento 7 (Tabla 16) deben considerar el empleo de la pulpa de 

Coffea canephora. Por otra parte, económicamente, los resultados obtenidos bajo 

condiciones rurales son atractivos ya que el gasto de climatización de los locales de 

cultivo no es necesario. 
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Es importante señalar que la humedad del sustrato de siembra debe estar entre 70-80%, 

para que la colonización del micelio sea completa y eficiente, así como la fructificación 

más precoz. Si se tienen humedades mayores, el micelio tardará más en colonizar el 

sustrato y el riesgo de contaminación con otros microorganismos es mayor. Durante el 

proceso de colonización, no fue necesario regar con agua las bolsas y fue imprescindible 

la ventilación de los estantes para oxigenar el ambiente y evitar el calentamiento del 

sustrato debido al crecimiento micelial. 

En el proceso de fructificación o producción de las setas, para concluir exitosamente el 

proceso de bioconversión, fue necesario regar diariamente con agua, con la finalidad de 

mantener la humedad relativa entre 80-90%, lo que permite un normal desarrollo de los 

cuerpos fructíferos. Durante este periodo, también fue importante mantener la 

ventilación local, con la finalidad de eliminar el exceso de CO2  en el ambiente derivado 

de la respiración del hongo. Las setas llegaron a su madurez a los cinco y seis días de la 

aparición de los primordios, tanto en la planta investigación-producción como en la rural 

(Figuras 11 y 12), indicando que la temperatura no influyó significativamente sobre el 

tamaño de la oreja (cuerpo fructífero). Su cosecha se realizó cuando las orejas estaban 

completamente planas, con coloración blancuzca o grisácea, y consistencia carnosa 

típica. En cambio, el factor humedad relativa y la concentración de CO2 afectan la 

calidad del producto. Fue necesaria una buena iluminación, 150-200 lux (suficiente para 

leer) se instalaron las luces necesarias en paredes y techo, logrando así que los cuerpos 

fructíferos desarrollaran menos tallo y más píleo (estructura de mejor textura y gusto al 

paladar). 
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Se realizó un análisis del comportamiento de la temperatura y humedad relativa 

promedio, tanto en la planta de investigación como en la planta rural (Tablas 17 y 18). 

En esta última, se observó que los valores de ambos parámetros tuvieron mayor 

desviación, lo cual pudo deberse a los riegos de agua realizados durante la etapa de 

fructificación.  

Evaluación de las dos variedades de café. 

Dado que los resultados obtenidos en la planta rural son atractivos, se estudió el cultivo 

bajo estas condiciones con las dos variedades de pulpa de café existentes en la zona de 

III Frente: Coffea arabica y C. canephora variedad robusta. 

Coffea arabica, originaria de las altiplanicies de Abisinia y cultivada en tierras altas, 

sobre todo en la América Central y del Sur, con granos muy aromáticos y mucha cafeína 

y Coffea canephora, variedad robusta, cultivada sobre todo en tierras bajas africanas, 

con granos menos aromáticos y con poca cafeína (Bressani, 1979; Sasson, 1993). Ambas 

presentan composición semejante (Gross, 2001) pero no manifestaron el mismo 

rendimiento cuando se cultivó sobre ellas la cepa de referencia. 

El sustrato pasteurizado presentó 67-70% de humedad para la pulpa de café de Coffea 

canephora, mientras que 75-80% para la pulpa de café de C. arabica. Para la primera, se 

obtuvo un peso de sustrato seco de 1,0 kg/bolsa, y para la segunda de 1,2 kg/bolsa 

debido a su menor porosidad y mayor dureza. La pulpa de C. arabica tiene menor 

capacidad para absorber agua. 

 Se obtuvo un valor significativamente superior de producción total en la pulpa de café 

de C. arabica, alcanzando una diferencia promedio de 600g de setas frescas con respecto 

a la pulpa de C. canephora. Esto representó un 43% más de producción de setas frescas 
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en la pulpa de café de C. arabica. La eficiencia biológica y los rendimientos obtenidos 

fueron significativamente superiores, con valores de 138,9% (34,7 %) y 67,1% (20,1%) 

para la pulpa de café de C. arabica y C. canephora, respectivamente (Tabla 19). 

 Los resultados tienen explicación lógica debido a las diferencias en los dos sustratos 

utilizados. La pulpa de café de C. arabica presentó mejores características para el 

cultivo de P. ostreatus, en comparación con aquella de C. canephora. Existe la 

posibilidad de mezclar ambas pulpas, sin esperar que los procesos de bioconversión sean 

negativos y sin necesidad de clasificarlas antes de los procesos productivos. 

El desarrollo experimental en la planta rural transcurrió durante dos años. El tiempo 

promedio de producción (desde la inoculación hasta la última cosecha de cuerpos 

fructíferos) fue de 65 días, teniendo el comienzo de la fase de fructificación a los 20 días 

para la pulpa de café Coffea arabica y a los 27 días para la especie Coffea canephora 

(Tabla 19). Estos resultados dependen de las variaciones climáticas que imperen en la 

planta y según la estación del año en que se desarrolle el cultivo. Menores tiempos 

fueron requeridos para los experimentos realizados en la planta de investigación-

producción, la duración total como promedio alcanzó unos 55 días.  

Existe mucha información sobre el cultivo de Pleurotus spp. sobre subproductos del café 

(Bermúdez y col., 1994; Fan y col., 2000; Martínez-Carrera y col., 2000; Rodríguez y 

Jaramillo, 2005) lo cual nos permite concluir que las eficiencias biológicas obtenidas en 

ambas plantas productoras se encuentran en un rango de 110-115% y son consideradas 

superiores a las eficiencias reportadas en otras experiencias, con diferentes sustratos 

(Sánchez y Royse, 2002) 
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Diferentes autores han diseñado plantas productoras de setas Pleurotus spp. teniendo en 

cuenta diferentes factores como: la cantidad de setas a producir, la disponibilidad de 

sustratos y las condiciones climáticas del lugar a ubicar la planta (Martínez-Carrera, 

1987; Sánchez y Royse, 2002; Rodríguez y Jaramillo, 2005). En nuestro trabajo la planta 

rural se ubicó en una construcción en desuso con condiciones para el crecimiento de 

nuestra cepa de referencia y demostramos que es posible la producción de setas. 

 La implementación del procedimiento tecnológico genera además de las setas, un 

sustrato remanente (pleurotina), del cual se conoce su aprovechamiento y utilización 

como alimento animal y/o fertilizante (Martínez-Carrera y col., 2000; Sánchez y Royse, 

2002; Viniegra-González y col., 2003; López y col., 2008) (ver Anexo 2). 

Por otra parte, esta tecnología propicia nuevas fuentes de empleo para la población, 

además de contribuir a su desarrollo económico al crear vías de financiamiento, brindar 

beneficios económicos, sociales y ambientales a las comunidades serranas y agrícolas de 

regiones cafetaleras y puede ser explotada en las ciudades por empresas que promuevan 

el uso y consumo de setas comestibles Pleurotus.   

Resumiendo, con esta investigación se establecen las condiciones para la producción de 

setas comestibles Pleurotus en la planta de investigación-producción (Tabla 20). Es 

importante señalar que debe cumplirse la disciplina tecnológica durante todo el ciclo 

productivo y es fundamental tener presente que se trabaja con un organismo vivo, 

susceptible a cambios de temperatura, luz, humedad, ventilación y al ataque de 

contaminantes. Actualmente la planta de investigación-producción del Centro de 

Estudios de Biotecnología Industrial aplica la tecnología integral de producción de las 

setas Pleurotus, empleando la pulpa de café como sustrato (ver Anexo 3). 
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3.1.2. Evaluación de la producción de setas con cepas Pleurotus spp. sobre sustratos 

naturales. 

3.1.2.1. Evaluación de la producción sobre pulpa de café.  

Como continuación de los trabajo realizados con diferentes sustratos agrícolas para la 

producción de setas comestibles (Bermúdez y col., 1994)  se evalúa la productividad de 

siete cepas de Pleurotus spp.: CCEBI 3021, CCEBI 3022, CCEBI 3023, CCEBI 3024, 

CCEBI 3025, CCEBI 3026 y CCEBI 3027 con la finalidad de seleccionar cepas de alta 

producción de carpóforos con características aceptables para su comercialización, 

empleando como sustrato la pulpa de café. 

En el estudio realizado con todas las cepas de Pleurotus spp. de la colección de cultivos 

se demostró que la cepa CCEBI 3026 fue la de menor crecimiento apical cuando se 

incubó durante ocho días a 25°C en tres medios agarizados (agar papa dextrosa y 

extracto de pulpa de café con y sin glucosa), por lo cual no se continuó su evaluación. 

Se logró que las cepas colonizaran la totalidad de la pulpa de café a los 18 días de 

inoculados, lo que es importante para evitar contaminación y por consiguiente la 

inhibición del micelio, tiempos más prolongados se reportan para la cepa de referencia 

CCEBI 3024. Los primeros primordios aparecieron entre  los 18 y 25 días después de la 

inoculación (Tabla 21). Se evaluó hasta la cuarta cosecha para las cepas CCEBI 3023 y 

CCEBI 3024 (referencia) y hasta la tercera para las restantes, excepto la cepa CCEBI 

3022 que presentó dos cosechas y alcanzó en la primera el 75% de su producción total, 

las otras alcanzaron en las primeras dos cosechas entre el 85 y el 88% de su producción 

total (Figura 13).   

El micelio de Pleurotus spp. puede crecer entre 7 y 35°C, siendo mejor entre 20 y 25°C, 
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para el crecimiento de cuerpos fructíferos el rango es entre 10 y 28°C (Zhanxi y 

Zhanhua, 1997; Sánchez y Royse, 2002). Cumpliendo con lo anterior las cepas 

estudiadas se sometieron a 25 y 21±1°C durante las fases de crecimiento micelial y 

fructificación, respectivamente. 

Las eficiencias biológicas y tasas de producción más altas fueron obtenidas con las cepas 

CCEBI 3027 y CCEBI 3021, en diferentes periodos de producción. Para CCEBI 3027, 

225,23 y 4,50%, en 50 días y para CCEBI 3021, 204,36 y 3,41%, en 60 días, 

respectivamente. Estos valores son superiores y diferentes estadísticamente al resto, 

excepto para la cepa de referencia, la cual alcanzó 195,38% de eficiencia biológica. Sin 

embargo, la cepa CCEBI 3023 (similar estadísticamente a la cepa CCEBI 3024) es 

bastante aceptable ya que supera el 100% de eficiencia biológica (Guzmán y col., 1993). 

Los valores de eficiencia biológica de las cepas CCEBI 3022 y CCEBI 3025 son 

inferiores y diferentes estadísticamente al resto, por lo que no se consideran  cepas 

buenas productoras para las condiciones estudiadas (ANOVA; F=20,05; p<0,05). La 

prueba de rangos múltiples de Duncan identificó cuatro y cinco grupos homogéneos para 

la eficiencia biológica y tasa de producción, respectivamente (Tabla 22). 

Se estudiaron referencias de otros trabajos para la discusión de los resultados, se 

encontró que la especie Pleurotus sajor-caju (Fr.) Singer es sinónimo de Pleurotus 

pulmonarius (Sánchez y Royse, 2002; Kong, 2005) siendo este último tan estudiado 

como Pleurotus ostreatus. Las eficiencias biológicas de P. sajor-caju (Fr.) Singer,  cepa 

CCEBI 3027 y Pleurotus ostreatus (Jacq.) P. Kumm., cepa CCEBI 3021 son superiores 

a las obtenidas, con estas mismas especies, por Martínez-Carrera y colaboradores (1985) 

empleando pulpa de café con cinco días de fermentación, 128,1 y 175,8%, 
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respectivamente. También son superiores a las obtenidas por Salmones y colaboradores 

(2005), 80,5 y 86,5%, respectivamente; aunque ellos plantean que solo consideraron las 

dos primeras cosechas de setas para los cálculos. Pudiera ser esta una razón para explicar 

las diferencias, pero este trabajo comprueba que del 85 al 88% de las setas se obtienen 

en la primera y segunda cosecha (Figura 13). 

Velázquez-Cedeño y colaboradores (2002) refieren menores valores de eficiencia 

biológica de estas especies de Pleurotus sobre pulpa de café, ellos trabajan con 

biorreactores (bolsas de polietileno) de dos kilogramos de peso húmedo. Para P. 

ostreatus y P. pulmonarius (sajor-caju) refieren 125 y 138% de eficiencia biológica, y 

13 y 21 días de precocidad, respectivamente.  

La tasa de producción de la cepa CCEBI 3027 (4,50%) supera al valor 3,41% registrado 

por Bernabé-González y colaboradores (2005).  

 El mayor diámetro (10,17cm) de los cuerpos fructíferos se obtuvo con la cepa CCEBI 

3027 superior estadísticamente a la cepa de referencia (ANOVA; F=3,59; p=0,0323). La 

prueba de rangos múltiples de Duncan para los diámetros de los cuerpos fructíferos 

identificó tres grupos homogéneos (Tabla 22). Los promedios de diámetro del píleo 

obtenidos coinciden con estudios previos (Salmones y col., 1995 y 1997; Velázquez-

Cedeño y col., 2002). 

El alto contenido de proteína bruta (Tabla 23) obtenido en las setas, 22-38% puede 

deberse a que el hongo tiene una mayor capacidad de bioconversión de los compuestos 

lignocelulósicos y nitrogenados del sustrato (Ortega y col., 1997; Quimio, 2005). Los 

valores encontrados con respecto al contenido de ácidos nucleicos (Tabla 23) están 

dentro del rango de 2-6%, y dentro de los límites establecidos por el Protein Advisory 
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Group de Naciones Unidas, lo cual indicó que pueden consumirse hasta 300g de setas 

frescas diariamente sin tener consecuencias adversas en la salud. Pleurotus es un género 

de hongos comestibles que resulta interesante desde el punto de vista nutricional (ver 

Anexo 4) en función de su contenido de proteína, lípidos, niveles tolerables de ácidos 

nucleicos, y por la presencia, además, de vitaminas, minerales, fibra dietética, beta 

glucanos y compuestos con actividad antioxidante (Bermúdez y col., 2002; 2003). Lo 

anterior, junto con el reconocimiento de numerosos modificadores biológicos en las 

setas comestibles como una alternativa para el tratamiento de varios trastornos 

fisiológicos humanos, ha hecho que algunos autores las denominen “setas nutricéuticas” 

(Morris y col., 2003; 2007; Chang, 2007). 

Se obtuvieron carpóforos de excelente belleza (Figura 14). 

Recordando lo planteado en el primer párrafo de este capítulo Pleurotus ostreatus 

(Florida), cepa de referencia CCEBI 3024, es un híbrido Pleurotus ostreatus x Pleurotus 

ostreatus variedad Florida. Al respecto Sánchez y Royse (2002) plantean que con las 

cepas híbridas se obtienen menores rendimientos que con las cepas subtropicales P. 

ostreatus o P. pulmonarius debido a su menor producción de polifenoloxidasas y a su  

menor crecimiento micelial. 

No obstante, la cepa de referencia, presenta valores similares de eficiencias biológicas a 

las cepas CCEBI 3027 y CCEBI 3021, por lo que continúa siendo atractivo su cultivo 

por ser la de menor tiempo de producción (45 días).  

Los resultados indican la factibilidad de ampliar el número de cepas productoras de setas 

comestibles empleando la pulpa de café como sustrato, con el aporte a la tecnología 
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establecida de las cepas CCEBI 3021 y CCEBI 3027 como las más productoras con 4,5 

y 3,4g de setas frescas por gramo de sustrato seco en un día, respectivamente. 

Evaluación cuantitativa de la actividad enzimática ligninolítica del sustrato 

remanente. 

Conociendo que los hongos de pudrición blanca son el único grupo de microorganismos 

capaces degradar de todos  los polímeros básicos de la madera, debido a la capacidad de 

sintetizar enzimas extracelulares ligninolíticas, responsables de la  degradación de  los 

mayores componentes del sustrato, dígase celulosa, hemicelulosa y lignina, a 

compuestos de bajo peso molecular, que pueden ser  asimilados para la nutrición fúngica 

(Kachlishvili y col., 2005) se realizó la evaluación cuantitativa de la actividad 

enzimática ligninolítica del sustrato remanente.  

Se observa en todo momento mayor actividad de enzima lacasa que manganeso 

peroxidasa y versátil peroxidasa (Tabla 24), lo que podría estar dado porque aún cuando 

la pulpa de café contiene compuestos fenólicos propicios para inducir estas enzimas, 

para la actividad efectiva de las peroxidasas se requiere de H2O2 como cofactor; lo que 

presupone la participación de otras enzimas auxiliares para la producción extra e 

intracelular de H2O2 (Leonowicz y col., 1997). 

Un comportamiento similar se refiere para Pleurotus ostreatus cultivado en paja de trigo 

y en cultivo líquido sintético, planteándose la diferencia entre los mecanismos para la 

degradación de la lignina por las lacasas y las peroxidasas, no estando aún del todo claro 

el rol de las primeras en la degradación (Leonowicz y col., 2001; Valásková y Baldrian, 

2006). 
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Comparando el comportamiento productivo de las seis cepas estudiadas y su relación 

con excreción de la enzima lacasa es notorio que las dos cepas que más fructificaciones 

aportaron, CCEBI 3027 y CCEBI 3021, no fueran las de mayor actividad lacasa (0,0843 

y 0,0727 Ug-1, respectivamente). Investigadores mexicanos (Salmones y Mata, 2002) 

explican que la actividad lacasa disminuye drásticamente durante la formación y 

desarrollo de las fructificaciones, observaron que las cepas con menor actividad lacasa, 

correspondientes a la especie Pleurotus djamor, presentaron las eficiencias biológicas 

más altas. El holandés In der Wiesche y colaboradores (2000) sugieren que el monitoreo 

de la enzima lacasa durante la fase de colonización pudiera estimar la cantidad biomasa 

(setas) en la fructificación. 

Todo esto corrobora la alta relación entre la cantidad de biomasa de los hongos y la 

producción de enzima lacasa y se evalúa la producción de esta durante la fermentación 

en estado sólido de la pulpa de café en la fase de colonización o vegetativa del Pleurotus 

spp., teniendo presente que es la cepa CCEBI 3023 la que presenta el  mayor valor de 

actividad lacasa (0,1397 Ug-1). 

3.1.2.2. Evaluación de la producción sobre otros sustratos  puros. 

Dado el éxito de la tecnología de cultivo de Pleurotus ostreatus (Florida), cepa CCEBI 

3024, sobre pulpa de café se estudió el empleo otros sustratos naturales, que representan 

un alto volumen de residuos en procesos agroindustriales, también se evaluó  la 

influencia de tamaño de partícula en la producción de setas. 

La caracterización química de los sustratos naturales estudiados en la producción de 

setas comestibles se muestra en la Tabla 25, se incluyen los subproductos del café para 

su comparación. 
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Los materiales elegibles para ser utilizados como sustratos en la producción de setas 

comestibles Pleurotus deben poseer propiedades como: disponibilidad en cantidad y 

continuidad, características físico-químicas regulares, localización fácil y cercana, y 

facilidad para transportarlos y manejarlos (Sánchez y Royse, 2002). 

Las características de sustratos naturales como: las cáscaras de coco y cacao, son 

adecuadas para la propagación del micelio y la fructificación de los cuerpos fructíferos 

de Pleurotus spp., ya que son sustratos lignocelulósicos de composición de lignina 

semejante (Tabla 4) y además son propios de la región. 

Una de las principales características de las cáscaras de cacao y coco es la poca 

probabilidad de presencia de microorganismos, es decir, prácticamente no existe una 

contaminación en éstos, a pesar de exponerlos al medio ambiente durante el proceso de 

secado. Esto resulta una ventaja para estos sustratos, con respecto a  la pulpa de café que 

se contamina fácilmente dada su composición rica en azúcares.  

La primera cosecha de cuerpos fructíferos sobre la cáscara de coco (Figura 15a), se 

obtuvo a los 11 días y sobre la de cacao a los 16 días (Figura 15b), mientras que, sobre la 

pulpa de café demoró 25 días. La mayor producción de cuerpos fructíferos fue de 842,5g 

obtenida sobre pulpa de café, corroborándose lo referido por otros autores (Martínez–

Carrera y col., 2000; Bermúdez y col., 1994). Por otra parte la menor producción fue de 

270,0g obtenida sobre cáscara de coco (Tabla 26).  

Las cáscaras de cacao y de coco generaron menores rendimientos de cuerpos fructíferos 

con respecto a la pulpa de café (Tabla 26), aunque se debe señalar que el hongo se 

desarrolló más rápidamente sobre los residuos de coco y de cacao, que sobre la pulpa de 

café. Esta diferencia en la velocidad de crecimiento se observó desde la fase de  
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colonización, donde el micelio del hongo mostró una rápida activación sobre estos 

residuos, lo cual puede estar motivado por la menor presencia de los fenoles totales que 

facilita el acceso del hongo. 

En el caso de las cáscaras de coco influye decisivamente el estado de división del 

sustrato, al ser mayores las partículas, con gran cantidad de fibras que dificultan la 

reducción de tamaño y la absorción de la humedad necesaria para el sustrato.  

Se demuestra el empleo de este residuo para cultivar setas del género Pleurotus spp. con 

la ventaja de poseer el menor tiempo de colonización y por consiguiente un ciclo 

productivo más corto. La eficiencia biológica obtenida coincide con el valor (88,6%) 

referido por González y colaboradores (1993) empleando Pleurotus ostreatus (florida) 

sobre fibra de coco no fermentada. 

Los resultados obtenidos sobre cáscaras de cacao coinciden con otros autores (Calvo y 

Sánchez-Vázquez, 1993; Ramos y col., 1999) para este tipo de sustrato y condiciones 

similares. Este no ha sido muy explotado en la producción de setas Pleurotus y con esta 

investigación queda demostrado que posee características idóneas para ello. 

Influencia del tamaño de partícula del sustrato. 

Una posible causa de la poca utilización de las cáscaras de cacao en la producción de 

setas pudiera estar en el tamaño de partícula adecuado, razón por la cual se evalúa la 

influencia del tamaño de partícula del sustrato en el cultivo del hongo. 

Al comienzo de la preparación del sustrato para la producción de setas Pleurotus se 

requiere por lo general triturar, moler o picar las materias primas. Esta operación resulta 

más eficaz, y se ejecuta con mayor rapidez con los materiales en seco, razón por la cual 

los sustratos estudiados son secados al sol durante dos o tres días.  
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El tamaño de partícula es una decisión primaria que debe tomar el operador, y de cuyo 

cuidado depende el delicado equilibrio que hay que mantener con las tres fases, sólida 

líquida y gaseosa, en todo el sustrato. Un tamaño de partículas de 2 a 5cm es lo más 

citado por ser el que le proporciona la mejor estabilidad entre las tres fases mencionadas. 

Además del tamaño recomendado, conviene que las partículas queden desgarradas 

longitudinalmente. Un tamaño mayor de 15cm no facilitaría una buena integración del 

agua, mientras que, por el contrario, si las partículas son de un tamaño muy fino, se 

corre el riesgo de compactar de manera excesiva el sustrato (Sánchez y Royse, 2002). 

La cáscara de cacao al ser rehidratada por inmersión en agua adquiere una textura 

viscosa, produciendo un mucílago que compacta los pedazos de cacao, se evidenció que 

mientras mayor son las partículas de la cáscara de cacao menos compactación y mejor 

manipulación de la misma.  

Los resultados muestran diferencias en los rendimientos y las eficiencias biológicas con 

diferentes tamaños de partícula de la cáscara de cacao (Figura 16). Tamaños de partícula 

de la fracción entre 1,25 y 4mm presentaron 11 y 40,8% de rendimiento y de eficiencia 

biológica, respectivamente, mientras que, para tamaños de la fracción mayor de 4mm las 

cifras se duplicaron. 

 Anteriormente se comentó que las cáscaras de cacao y coco poseen pocos azúcares y 

son menos atractivas a la fermentación por microorganismos, estas características 

permitieron la producción de setas en todas las bolsas de polietileno que fueron 

inoculadas, no sucede lo mismo con la pulpa de café; con la cual se han tenido 

experiencias en las que hasta un 25% de las bolsas de polietileno inoculadas se desechan 

por contaminarse con mohos y mosquitas. 
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Criterio de biodegradación. 

La pérdida de la materia orgánica es el criterio más simple adoptado para evaluar la 

extensión de la biodegradación del sustrato (Brock y col., 1994), ya que 

simultáneamente con el crecimiento y fructificación de las setas sobre subproductos 

lignocelulósicos, se presenta un decremento en el contenido de materia orgánica. Esto es 

debido a las pérdidas de CO2 y H2O durante el metabolismo de los hongos y también a la 

remoción de materiales del sustrato por la formación de cuerpos fructíferos (Figura 4 del 

Capítulo 2). Estas pérdidas en general son mayores durante la fructificación que durante 

la colonización, lo que indica la alta tasa de actividad catabólica de los hongos durante la 

primera fase, asociada con la actividad anabólica de formación de cuerpos fructíferos 

(Rodríguez y Zuluaga, 1994) 

Un balance de masa del sistema permitió obtener la bioconversión de los sustratos 

estudiados (Tabla 27), notándose la reducción de los mismos; se muestra que por cada 

tonelada de sustrato fresco: pulpa de café, cáscara de cacao y coco, se obtienen como 

promedio 272, 206 y 124 kg de setas frescas, respectivamente; superior al referido por 

Rodríguez y Jaramillo (2005) que plantean que por cada tonelada de sustrato fresco que 

involucre pulpa de café en un 50% o más, se podrán obtener como promedio 100kg de 

setas frescas. 

Con este resultado se aporta al conocimiento de la tecnología de cultivo del llamado 

hongo ostra, Pleurotus spp., al seleccionar nuevos sustratos lignocelulósicos que a través 

de la fermentación natural elevan la productividad de las setas comestibles y disminuyen 

las pérdidas por contaminación del proceso tecnológico. Además se aporta al desarrollo 
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de la biotecnología ambiental e industrial al plantear el aprovechamiento de residuos 

agroindustriales. 

3.1.2.3. Evaluación de la producción sobre mezclas de sustratos. 

La fermentación sólida en medio natural brinda la posibilidad de mejorar los 

rendimientos de la producción de setas con alta composición nutricional, a la vez que se 

ahorran recursos al emplearse sustratos que son subproductos disponibles y fáciles de 

manipular. A diferencia de otros estudios que suplementan los sustratos con sales 

inorgánicas y/o compuestos nutritivos orgánicos (Zadrazil y Kurtzman, 1989; Gross, 

2001, Hatvani y col., 2003) para elevar los rendimientos, en este trabajo se realiza la 

evaluación de mezclas de sustratos naturales. 

La experiencia en el uso de subproductos agrícolas para la producción de setas abarca 

desde la utilización de los subproductos puros, hasta la mezcla o suplementación de 

estos. Las mezclas mejoran las condiciones físicas del sustrato; Martínez-Carrera y 

colaboradores (2000) afirman que la pulpa de café debe ser mezclada o suplementada 

con otros subproductos agrícolas (pajas de cebada y trigo, bagazo de caña de azúcar y 

rastrojo de maíz)  para favorecer la fermentación aerobia de la misma y elevar los 

rendimientos. El uso de las mezclas se hace económicamente factible si se emplean 

subproductos de fácil adquisición y transporte de las materias primas procedentes de la 

misma zona o cercanas. 

De la evaluación realizada con las cepas CCEBI 3024 Y CCEBI 3023 para producir 

setas sobre los sustratos puros y sus formulaciones binarias (Tabla 28, Figura 17) se 

destaca que todas las formulaciones son factibles de ser explotadas económicamente 
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porque cumplen el criterio de Tschierpe y Hartmann, 1977 (rendimiento >10%) y la 

mayoría cumplen con Prata y Pani, 1995 (eficiencia biológica >50%). 

Los sustratos con subproductos puros (las cuatro primeras formulaciones) muestran un 

decrecimiento de la eficiencia biológica desde la pulpa de café (168%) hasta la viruta de 

cedro (67%) pasando por las cáscaras de coco (95%) y cacao (84%), sin embargo si el 

sustrato es una mezcla binaria con pulpa de café mejoran los valores de eficiencia 

biológica, tal es el caso de las formulaciones 5, 6 y 7, que consisten en diferentes 

proporciones de cáscaras de coco con pulpa de café, con valores de 114, 110 y 101%, 

respectivamente. González y colaboradores (1993) cultivaron Pleurotus florida sobre las 

mezclas cáscara de coco: pulpa de café (1:2) y (1:1) obteniendo 152% y 120% de 

eficiencia biológica, respectivamente, ellos a diferencia de este trabajo, realizaron una 

pre-fermentación de los subproductos.  

Estos resultados demuestran la hipótesis de mezclar la pulpa de café con otros 

subproductos para mejorar los rendimientos de éstos, resultando más económico y sin 

incluir etapas en el proceso productivo. 

La precocidad de las mezclas (entre 18 y 20 días) es menor con relación a la pulpa de 

café pura (25 días) (Tabla 28) cuestión que es interesante destacar, por ser la fase de 

colonización el punto crítico de la producción de setas. 

En el cálculo de la tasa de producción (ecuación 4, página 40) interviene el tiempo de 

cultivo (invasión del micelio sobre el sustrato y fructificación de las setas), el cual es 

necesario disminuir para  reducir los costos de producción. Las tasas de producción de 

las formulaciones 5, 6 y 7 son similares a la obtenida por la pulpa de café 100%, 

cuestión que también favorece el uso de las mezclas. 
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Las formulaciones 10 y 11 consisten en la suplementación de los dos subproductos que 

posee relación carbono/nitrógeno (C/N) más altas con respecto al resto, la cáscara de 

coco (C/N=112) y la viruta de cedro (C/N=570) (Tabla 25) con el trigo, los 

rendimientos, las eficiencias biológicas y las tasas de producción de estas mezclas 

mejoraron con relación a la viruta de cedro y se mantuvieron similares para la cáscara de 

coco,  lo que confirma que se logra un equilibrio de los nutrientes al mezclar estos 

subproductos con un material que posee un alto contenido de nitrógeno total (2%) y una 

relación carbono/nitrógeno baja (C/N=28) como es el caso del trigo.   

En cuanto a la precocidad de estas mezclas, por el contrario al resto de  parámetros,  casi 

se duplica, no favoreciendo su empleo en la producción de setas. 

Esta práctica de suplementación con materiales ricos en nitrógeno no está exenta de 

riesgo, ya que favorece el desarrollo de microorganismos competidores, así como 

pudiera ocasionar incrementos peligrosos de temperatura en el sustrato, no siempre 

fáciles de controlar si no se dispone de medios adecuados (Sánchez y Royse, 2002).  

El criterio a favor del uso del trigo es en la preparación de la semilla o inóculo y no en la 

producción de setas, dado el alto precio de este grano en el mercado y los resultados 

obtenidos en la suplementación. 

Las mezclas binarias donde la pulpa de café esta ausente (formulaciones 12, 13 y 14) 

presentaron menores resultados en cuanto a rendimiento y eficiencias biológica (Tabla 

28, Figura 17); la mezcla cáscara de cacao y viruta de cedro debe tenerse en cuenta al 

presentar una precocidad de 18 días y favorecer la composición del sustrato de siembra 

en cuanto a textura y porosidad de la cama de sustrato. 



Capítulo 3. Resultados y discusión 

 76

Las cáscaras de cacao, coco y la viruta de cedro mostraron menores pérdidas por bolsas 

contaminadas, siendo casi nula la cantidad de bolsas desechadas por invasión de mohos 

y moscas. Aunque se plantea que la pulpa de café no es muy utilizada en el ámbito 

industrial por la contaminación con Trichoderma (Murrieta y col., 2002) y conociendo 

los resultados superiores de esta en el cultivo de setas comestibles, se amplió la 

evaluación de las mezclas a todos los sustratos con algunas de las cepas estudiadas. 

Se logran mayores setas frescas por sustrato seco con las cepas CCEBI 3027 y CCEBI 

3021, ya conocidas por su elevada producción sobre la pulpa de café no mezclada, les 

siguen en orden descendente la cepa de referencia CCEBI 3024, la cepa CCEBI 3023 y 

por último la cepa CCEBI 3025 (Tabla 29). 

Comparando todos los resultados de la cepa CCEBI 3023 se observa que decrecen los 

valores de eficiencia biológica (en %), desde la pulpa de café 100% (148,2±25,0) hasta 

la viruta de cedro 100% (9,5±0,4).  (Tabla 29). 

Los resultados de mezclar la pulpa de café con los otros sustratos indican la influencia 

positiva que posee la composición del sustrato de siembra sobre la tasa de producción 

(Tabla 29). La tasa de producción obtenida en la mezcla pulpa de café: cáscara de cacao 

(1:1) muestra superioridad estadística (ANOVA; F=350,30; p<0,05) sobre el primer 

subproducto solo, pero no ocurre igual en cuanto a la eficiencia biológica, ya que los 

valores no difieren estadísticamente (p<0,05) en las mezclas con la cáscaras de cacao y 

coco (Figura 18).  

Evaluación de la actividad enzimática lacasa del sustrato remanente. 

Al evaluar la presencia de enzima lacasa extracelular en la pulpa de café mezclada y 

fermentada por la cepa CCEBI 3023, una vez cosechadas las setas (60 días de 
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fermentación) se evidencia que la composición de la pulpa de café favorece la 

producción de enzimas lacasas, al ser superiores los valores de producción de esta 

enzima en la pulpa de café pura que en la mezclada (Tabla 30). 

Por primera vez se refiere la producción de la enzima lacasa durante la etapa de 

fructificación del Pleurotus spp. crecido sobre mezclas de sustratos lignocelulósicos y 

mediante fermentación en estado sólido, se observa la influencia del contenido de 

nitrógeno del sustrato en la producción de esta enzima. 

Comparando los valores obtenidos de enzima lacasa para la pulpa de café pura (0,139 

Ug-1Tabla 24 y 1,745 Ug-1 Tabla 30) se observa que existe una diferencia de 1,6 

unidades.  

La no coincidencia de valores entre estos resultados se debe a que en aquella ocasión la 

determinación de la actividad enzimática se realizó con guayacol como sustrato y este es 

un compuesto modelo de derivado lignínico fenólico susceptible al ataque de la lacasa, 

vía formación de quinonas. Mientras que el ABTS es un sustrato artificial de la lacasa, 

pues no constituye un derivado fenólico, cuyo ataque por esta enzima es vía formación 

de radicales (Wolfenden y Willson, 1982). 

Varios autores refieren diferencias de actividad lacasa para diferentes sustratos de 

ensayo (Téllez-Téllez y col., 2005).  

3.1.2.3.1. Evaluación de la influencia del contenido de nitrógeno en el sustrato. 

Con el objetivo de estudiar  la influencia del contenido de nitrógeno del sustrato en  los 

rendimientos y la productividad del cultivo de cepas de Pleurotus spp.,  para ampliar las 

potencialidades productivas que propicia esta tecnología, se evalúa la producción y 

características de las setas comestibles de las cepas CCEBI 3027, CCEBI 3021 y la de 
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referencia (las mejores, según estudio anterior) en pulpa de café, viruta de cedro y la 

mezcla de estos sustratos (1:1), teniendo como premisas la diferencia de estos sustratos 

en la relación carbono/nitrógeno y la importancia este último en la producción de 

biomasa, reportada por diferentes autores (Rajarathman y Bano, 1987; Sánchez y Royse, 

2002; Kachlishvili y col., 2005). En la literatura hay evidencias contradictorias sobre los 

efectos de la naturaleza y concentración de la fuente de nitrógeno sobre la producción de 

enzimas ligninolíticas, especialmente de la presencia del sustrato lignocelulósico 

(Tekere y col., 2001; Rodríguez-Couto y col., 2004; Kapich y col., 2004; Stajic y col., 

2006, Alarcón-Gutiérrez y col., 2008). 

Realizando una valoración de la composición de los sustratos utilizados en la planta de 

investigación-producción del CEBI, para el cultivo de setas comestibles, se observa que 

la pulpa de café y la viruta de cedro, poseen los valores extremos (superior e inferior) de 

nitrógeno (2,9 y 0,1% base seca, respectivamente) y relación carbono/nitrógeno (31 y 

570, respectivamente) (Tabla 25). La pobreza de nitrógeno en la viruta de cedro, puede 

ser la causante de los bajos valores de fructificación obtenidos sobre este sustrato.  

El género Pleurotus spp. no exige un sustrato con selectividad química, ya que puede 

crecer en medios nutritivos con una relación carbono/nitrógeno comprendida entre 30 y 

600; en cambio si necesita selectividad biológica y por tanto la flora acompañante debe 

ser protectora y no competidora (Sánchez y Royse, 2002; Poppe, 2005).  

Manú-Tawaiah y Martín (1988) determinaron que la relación para el crecimiento en 

medio líquido de P. ostreatus era de 40:1, Hong (1978) encontró que para la misma 

especie, una relación de 15,23 permitía una rápida formación de cuerpos fructíferos con 

bajos rendimientos, que una relación de 11,42 incrementaba los rendimientos pero 
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disminuía la formación de cuerpos fructíferos y que tomando en cuenta los dos aspectos 

(rendimiento y velocidad de formación), la relación óptima debía ser de 30,46. Por su 

parte, Rajarathnam y colaboradores (1986) encontraron que una alta relación 

carbono/nitrógeno es necesaria para el crecimiento micelial de P. djamor mientras que 

una baja favorece el desarrollo de cuerpos fructíferos. 

El promedio de setas obtenidas, fluctuó entre 91 y 971g (Tabla 31), mostrándose dos 

grupos homogéneos, diferentes estadísticamente (p<0,05), en la mezcla los resultados 

fueron menores a los obtenidos con la pulpa de café pura, esto corrobora al sustrato 

pulpa de café como el más adecuado para obtener las mayores cantidades de setas 

(Bermúdez y col., 1994; Martínez-Carrera y col., 2000).  

Los rendimientos obtenidos no mostraron diferencias significativas (p=0,0004) entre la 

cepa de referencia en pulpa de café y la cepa CCEBI 3027 en la mezcla pulpa de café: 

viruta de cedro. 

Las eficiencias biológicas muestran un comportamiento similar a la producción de setas, 

diferenciándose en que las cepas CCEBI 3021 y CCEBI 3027 son estadísticamente 

diferentes (p=0,0002) cuando se siembran en las mezclas.  

La cantidad de setas producidas en un día (tasa de producción) de la cepa CCEBI 3027 

sobre la mezcla pulpa de café: viruta de cedro es similar estadísticamente (p=0,0002) a 

la cantidad de setas producidas en un día por la cepa de referencia CCEBI 3024 sobre 

pulpa de café. 

Estos resultados sugieren la utilización de la cepa CCEBI 3027 con la mezcla pulpa: 

viruta para la producción de setas en el menor tiempo de cultivo y calificarla como la 

mejor productora en nuestras condiciones. 
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Otro aspecto interesante en la mezcla fue que se obtuvieron fructificaciones convexas 

cuando maduraron, de color café claro con el centro blanco, estípite largo pubescente, de 

color blanco (Tabla 32, Figura 19). Los carpofóros presentaron entre 5 y 6cm de 

diámetro del píelo, superiores a los obtenidos sobre la viruta de cedro pura, pero 

inferiores a los obtenidos sobre pulpa de café pura.  

Los valores de proteína bruta (% base seca) de los cuerpos fructíferos obtenidos para las 

cepas CCEBI 3021 y CCEBI 3027 sobre la mezcla fueron intermedios (27 y 34%, 

respectivamente) a los obtenidos por los sustratos puros (30 y 38%, sobre pulpa de café 

y 21 y 22%, sobre viruta de cedro).  

Los resultados indican que la mezcla pulpa de café: viruta de cedro (1:1) puede ser 

utilizada como sustrato en la producción de setas comestibles Pleurotus con buenos 

índices de producción, obteniéndose mayores producciones con la cepa CEBI 3027, 

además, con esta mezcla se eliminan las pérdidas por contaminación. 

3.2. Producción de enzimas lacasas.  

Se han realizado numerosos trabajos donde se evalúan las potencialidades de los hongos 

de pudrición blanca para la producción de enzimas lacasas (EC 1.10.3.2) (Giardina y 

col., 2000; Kahraman y Gurdal, 2002; Rodríguez-Couto y col., 2004; Jaouani y col., 

2005;  Rodríguez-Couto y Sanromán, 2005; Mata y col., 2005; De Souza y col., 2006).  

Varios sustratos lignocelulósicos y hongos de pudrición blanca han sido usados 

exitosamente en fermentación sólida y sumergida para la producción de enzimas 

lignocelulósicas. Los datos obtenidos demuestran que el tipo y la composición de los 

sustratos lignocelulósicos parecen determinar el tipo y cantidad de enzima producida por 

el basidiomiceto de pudrición blanca (Tsiklauri y col., 1999; Howard y col., 2003; 
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Kapich y col., 2004; Moldes y col., 2004; Stajic y col., 2006; Elisashvili y col., 2001; 

2006). Varios reportes indican que el método de fermentación aplicado a los sustratos 

lignocelulósicos puede influenciar considerablemente en la producción de enzimas 

(Elisashvili y col., 2001; 2006). Ha sido demostrado que la fermentación en estado 

sólido de sustratos lignocelulósicos por algunos hongos produce diferentes conjuntos de 

enzimas comparada con los medios de cultivos sintéticos (Vares y col., 1995). Por lo que 

el estudio de la producción de enzimas lacasas por un sustrato natural, presenta gran 

interés, aun más, si se obtiene biomasa (setas) de alto valor nutritivo además de enzimas 

lacasas.  

Anteriormente se demostró que es posible el cultivo de Pleurotus spp. sobre pulpa de 

café, empleando bolsas plásticas como biorreactor, con la finalidad de comercializar las 

setas, ahora se requiere intensificar el estudio de los mecanismos utilizados por 

Pleurotus spp., durante su crecimiento vegetativo para lograr una transformación más 

efectiva de la pulpa de café, a través de su complejo enzimático, pudiendo ser además 

ésta una posible fuente de obtención de enzimas lacasas.  

El interés en cultivar Pleurotus spp. sobre residuos agroindustriales se basa, no sólo en  

sus propiedades organolépticas y nutricionales, sino además, en su reconocida  

capacidad biodegradativa. El género Pleurotus secreta diversas enzimas oxidasas y  

fenoloxidasas  lo que les permiten crecer en sustratos que  contienen lignina y 

compuestos fenólicos. Entre las enzimas más ampliamente estudiadas se encuentra la 

lacasa, la cual ha mostrado participar activamente en la descomposición de la 

lignocelulosa, así como en la detoxificación del sustrato. Esta enzima está asociada con 

una rápida adaptación del hongo a un nuevo sustrato, así como en la producción de 
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metabolitos que impiden y/o disminuyen la competencia de mohos antagonistas (Mata y 

col., 2005). La secreción de lacasa se ha visto incrementada en los cultivos 

contaminados con el moho Trichoderma, formando una línea oscura donde ocurre una 

mayor actividad de la enzima, y consecuentemente, se logra inhibir el crecimiento del 

contaminante. Por lo tanto, se considera que la inducción de la lacasa favorece la rápida  

adaptación  a  un  nuevo  sustrato  y  una  mejor competitividad a otros microorganismos 

(Salmones y Mata, 2007). 

El objetivo de esta investigación es evaluar la producción de lacasa por cepas de 

Pleurotus spp. durante la etapa vegetativa sobre pulpa de café, empleando columnas de 

fermentación en estado sólido descritas por Raimbault y Alazard (1980). 

3.2.1. Evaluación de cepas Pleurotus spp.  

Se continua el estudio del género Pleurotus teniendo en cuenta  las experiencias en 

nuestro país con el cultivo de Pleurotus spp.  para la producción de setas comestibles, 

empleando como sustrato residuos agroindustriales de naturaleza lignocelulósica o 

polimérica como residuos cañeros y del café (Bermúdez y col., 1994; Ortega, 1999; 

Ortega y Otero, 2001); así como los trabajos realizados con este hongo como 

biodegradador de residuales líquidos contaminantes como el extracto líquido obtenido 

de la pasteurización de la pulpa de café (Rodríguez, 2006).  

Con el fin de seleccionar entre las cepas de Pleurotus spp. las mejores productoras de 

enzimas lacasas sobre pulpa de café, se evaluó cualitativamente la actividad enzimática, 

sobre los medios de cultivo agarizados. Las pruebas en placas Petri con medios sólidos 

naturales suplementados con o sin glucosa son ensayos simples, rápidos y de gran 
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utilidad para valorar de manera cualitativa la capacidad de producir enzimas 

extracelulares. 

A partir de los resultados de la producción de carpóforos en pulpa de café se 

seleccionaron cuatro cepas de Pleurotus spp.: CCEBI 3021, 3024 y 3027 buenas 

productoras y la 3023 de producción más baja, para conocer su capacidad de excretar 

enzima lacasa durante su crecimiento micelial en placas Petri y en columnas Raimbault.  

Se obtuvo crecimiento micelial en las placas Petri y una vez cubierta se procedió a 

realizar el ensayo con la gota de sustrato, la coloración es más intensa y aparece con  

mayor rapidez cuando se añade la gota de ABTS en el centro de la placa, donde existe el 

micelio más envejecido (Figura 20).                                                                                                

Se detectó escasa o nula coloración en el medio extracto pulpa café sin glucosa, lo cual 

pudiera estar asociado con el pobre crecimiento micelial de las cepas en este medio 

carente de glucosa como fuente carbonada (Tabla 33). Rodríguez (2006) resalta la 

importancia de la glucosa en la producción de lacasas por Pleurotus spp. en sus 

investigaciones con residuales coloreados.  

En los restantes medios de cultivos o la evaluación de la actividad lacasa  fue similar 

para las cuatro cepas, destacándose la cepa de referencia y  la cepa CCEBI 3023 (Tabla 

33). También es notorio que en el medio sintético y en el natural se presente similitud de 

comportamiento de la enzima, aún cuando difieren en su composición. 

3.2.2. Estudio comparativo de enzimas lacasas producidas en columnas Raimbault. 

Se llevó a cabo la fermentación sólida con las cepas de Pleurotus spp. sobre pulpa de 

café en columnas Raimbault (Figura 21). Todas las cepas estudiadas desarrollaron 

micelio y mostraron máximos valores de biomasa micelial (17-25 mg g-1 sustrato seco) 
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entre el segundo y tercer día de fermentación, luego decrece (1,19 mg g-1 sustrato seco) 

para la cepa CCEBI 3024 o se mantiene constante en un rango de valores (7,25–9,04 mg 

g-1 sustrato seco) como sucede con las cepas CCEBI 3021 y CCEBI 3023 hasta los siete 

días de fermentación (Tabla 34). 

Todas las cepas expresaron actividad lacasa durante los siete días de fermentación, 

siendo máximos los valores de actividad entre el segundo y el cuarto día de 

fermentación. La cepa CCEBI 3023  presentó el mayor valor, 25 Ug-1, al cuarto día. El 

comportamiento cinético de las cuatro cepas fue muy similar, prácticamente todas 

expresan máxima actividad y luego tienden a decrecer a partir del tercero o cuarto día 

(Figura 22), lo mismo sucede en fermentación sumergida (Rodríguez, 2006). 

La cepa CCEBI 3023 vuelve a destacarse por mostrar menores valores de biomasa 

micelial y mayores de actividad lacasa, (recodar que en bolsas de polietileno como  

biorreactores se había constatado similar comportamiento). 

La cepa de referencia ha sido estudiada para decolorar los efluentes vinaza de destilería 

y el extracto líquido obtenido de la pasteurización de la pulpa de café,  reportándose 

valores de actividad lacasa de 8,53±0,73 UmL-1, a los nueve días de cultivo en este 

último residual (Rodríguez, 2006). 

La producción de la enzima lacasa está asociada con la morfogénesis de las cepas de 

Pleurotus spp. debido a que su nivel se incrementa con el crecimiento vegetativo 

(Leonowicz  y col., 2001). Salmones y Mata (2002) bajo condiciones similares a esta 

investigación observaron actividad lacasa desde el cuarto día de incubación, máxima a 

los 12 días (33 Ug-1) y una disminución rápida en la fase de formación y desarrollo de 

los cuerpos fructíferos.  
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A los crudos enzimáticos de cada cepa con máxima actividad lacasa extracelular, se les 

realizó el zimograma (Figura 23),  observándose que todas las cepas muestran una banda 

al mismo nivel, excepto la cepa de referencia CCEBI 3024 que muestra dos bandas, lo 

que indica la presencia de dos isoformas de enzima lacasa, similar comportamiento se 

observó cuando se cultivó en residuales líquidos coloreados (Rodríguez, 2006).  

Téllez-Téllez y colaboradores (2005) realizaron un estudio con diez cepas de Pleurotus 

spp. para conocer la acción de la enzima lacasa intracelular, empleando tres sustratos en 

la determinación y en el revelado del gel, ellos observaron igual patrón de zimografía 

con bandas al mismo nivel, por lo que sugieren que la misma isoforma de lacasa es 

capaz de oxidar todos los sustratos ensayados, aunque no todas las cepas mostraron 

similitud en las actividades enzimáticas. 

Las cepas CCEBI 3073 y MC 50 son cepas patrones, la primera Pleurotus ostreatus 

(Jacq.:Fr.) Kummer (var. Florida), fue donada por el Laboratorio de Biología Molecular 

y Ambiental de la Universidad “Federico II” (Nápoles, Italia) y la segunda es Pleurotus 

ostreatus, procede de la Colección de Recursos Genéticos del Colegio de Posgraduados 

de Puebla, México. Las cepas analizadas presentaron bandas similares a los patrones 

(Figura 23). 

Como puede observarse, la presencia de isoformas de lacasa requiere de un estudio más 

profundo, será objeto de atención en trabajos posteriores. 

3.2.3. Escalado en las columnas Raimbault. 

Conociendo los resultados obtenidos en los medios agarizados y las cepas que presentan 

mayor actividad enzimática lacasa, se escogen las cepas CCEBI 3023 y CCEBI 3024 

para continuar los estudios a otras escalas.  



Capítulo 3. Resultados y discusión 

 86

Se llevó a cabo la fermentación sólida con las dos cepas seleccionadas sobre pulpa de 

café en columnas medianas (Figura 24). Estas desarrollaron micelio y mostraron un 

crecimiento similar al obtenido con las columnas pequeñas. 

Al estudiar la actividad lacasa en las diferentes escalas de fermentación, la cepa CCEBI 

3023 expresa valores mayores que la cepa de referencia CCEBI 3024, volviendo ambas 

a mostrar decrecimiento al final de la fermentación. Los máximos valores de actividad 

se lograron entre el cuarto y quinto día de fermentación (Figura 25). La igualdad de los 

resultados pudiera deberse a que se trabaja con similitud gravimétrica, se mantiene el 

mismo flujo de aire por columna y por gramo de sustrato seco, la densidad aparente del 

sustrato es similar en ambas escalas de fermentación y existe igualdad de parámetros de 

operación y de tasa de inoculación.  

Estudios sobre actividad lacasa de Pleurotus ostreatus (Florida), cepa de referencia 

3024, en bolsas de polietileno con 250g de pulpa de café al 70% de humedad y 

evaluando cada siete días el comportamiento de la enzima, se obtuvo un máximo de 2,41 

Ug-1 a los 14 días de cultivo (Kourouma, 2007).  

La diferencia entre la pulpa de café que se emplea en los biorreactores de bolsas de 

polietileno y la pulpa de café en las columnas Raimbault esta en el método de 

tratamiento utilizado, la primera es pasteurizada  (inmersión en agua caliente durante 

una hora) y pierde muchos compuestos solubles; la segunda es esterilizada 121°C 

durante 20 minutos y se mantienen en mayor concentración los compuestos que aporta la 

pulpa de café.  

 

 



Capítulo 3. Resultados y discusión 

 87

3.2.3.1. Fermentación en estado sólido en columnas de 0,75 kg. 

Se realizó la fermentación sólida de la pulpa de café en columnas de vidrio con 0,75 kg 

de capacidad de sustrato húmedo,  bajo las mismas condiciones de las columnas 

Raimbault con el objetivo de evaluar el crecimiento del hongo hasta la fase de 

fructificación. Se continúo trabajando con la cepa CCEBI 3023 y la cepa de referencia. 

La actividad lacasa de una muestra de pulpa fermentada, tomada a los siete días de 

fermentación resultó ser de 3,62 Ug-1 para CCEBI 3023 y 12,64 Ug-1 para la cepa de 

referencia.  

Se logró el desarrollo del micelio y la fructificación de las setas (Figura 26), para la cepa 

CCEBI 3023 a los 12 días de fermentación había colonizado toda la pulpa de café por lo 

que se sacó de la columna para que fructificara, a partir de los 20 días se obtuvo una 

cosecha de 12 carpóforos de 6cm de diámetro promedio, la eficiencia biológica fue de 

85,7% y la tasa de producción, de 2,86% para 30 días de cultivo. También llamativo la 

inversión de estos resultados con los obtenidos anteriormente, la cepa de referencia 

produjo menos setas, a partir de los 27 días se obtuvo una cosecha de 30 carpóforos de 

5cm de diámetro promedio, la eficiencia biológica fue de 37,5% y la tasa de producción, 

de 1,25% para 30 días de cultivo.  

La producción de las setas también puede ser en pomos o columnas pero se limita el área 

de fructificación de las setas, al separar el contenido de columna se corre el riesgo de 

dañar el micelio y que el sustrato pierda la compactación. 

La cepa de Pleurotus spp. que reporta los valores de actividad lacasa más altos no es la 

que más produce biomasa (micelio) y por supuesto setas. Las referencias bibliográficas 
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con relación a este aspecto son contradictorias, se plantea que depende de las cepas, los 

sustratos lignocelulósicos y las condiciones de fermentación. 

3.2.4. Biotransformación de los contenidos de fenoles totales, taninos condensados y 

cafeína en la pulpa de café. 

Se continúa con las cepas CCEBI 3023 y 3024 para los estudios de biotransformación de 

los contenidos de fenoles totales, taninos condensados y cafeína en la pulpa de café en 

ambas escalas de fermentación. 

Existe una disminución del contenido de fenoles totales del sustrato por las dos cepas 

estudiadas, en ambas escalas de fermentación (Figura 27),  siendo evidente desde las 

primeras 24 horas la disminución de la concentración estos compuestos tóxicos y luego 

durante el resto de los días de la fermentación un nivel casi constante de la 

concentración. La cepa CCEBI 3024 presentó mayores niveles de biotransformación 

(53,07% de fenoles totales trasformados a las 24 horas) que la cepa CCEBI 3023 

(45,51%, a las 48 horas).  

La composición química de la pulpa de café procedente del beneficio húmedo pierde la 

mayoría de los compuestos fenólicos y otros compuestos solubles en agua, esto puede 

ser la causa de la poca presencia de taninos condensados en la pulpa de café (0,4-0,5 µg 

g-1 sustrato seco) y en la pulpa de café fermentada (0,5-0,6 µg g-1 sustrato seco). Se 

confirma la contradicción entre la presencia o no de estos compuestos en la pulpa de 

café (Ramírez-Martínez, 1999). Otra causa de estos valores tan pobres se debe a que los 

taninos condensados son probablemente oxidados con el tiempo y no extraíbles con los 

métodos químicos utilizados (Ramírez-Coronel y col., 2004).  
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Según estos resultados, no se asegura que las cepas de Pleurotus spp. estudiadas no 

tuvieran acción transformadora sobre los taninos condensados de la pulpa de café, por lo 

que será interesante conocer si el crudo enzimático obtenido por fermentación sólida de 

la pulpa de café con este basidiomiceto en capaz de transformar una molécula modelo de 

tanino condensado comercial, teniendo como antecedente la biodegradación de los 

taninos condensados por hongos filamentosos (Conteras-Domínguez y col., 2006). 

La disminución máxima de concentración de cafeína se observó al séptimo (último) día 

estudiado, los valores de remoción de cafeína, independientemente de la escala de 

fermentación, oscilaron entre 15-24% (Figura 28). La concentración de cafeína en la 

pulpa de café antes de la fermentación fue de 0,5-0,6 mg g-1 sustrato seco, inferior al 

referido en la literatura (Bressani, 1979; Elías, 1979; Porres y col., 1993; Ulloa y col., 

2003), este valor tan bajo se debe a que la pulpa procede de un beneficio del café por vía 

húmeda, donde se lixivian parte de la cafeína y otros compuestos solubles. 

El crecimiento del micelio de Pleurotus spp. en las columnas no se inhibe con esta 

concentración de cafeína y el hongo logra disminuirla discretamente. Job (2004) cultivó 

Pleurotus ostreatus  sobre borra de café y concluye que en el análisis de la cafeína 

efectuado en el sustrato es degradada hasta un 59% por el micelio y que ésta no es 

incorporada en las fructificaciones recogidas lo que indica su degradación por el micelio. 

 En la planta de investigación-producción de setas comestibles del CEBI se refieren 

bajos valores de cafeína en las setas (0,035 mg g-1 sustrato seco) (ver Anexo 4). 

Las setas obtenidas en las columnas de 0,75 kg no presentaron valores de cafeína, 

contradiciendo lo afirmado por varios autores al plantear que Pleurotus spp. no es capaz 
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de degradar la cafeína sino de transferirla a los carpóforos (Leifa y col., 2000; Fan y col., 

2003; Salmones y col. 2005; Nieto y col., 2007). 

Salmones y colaboradores (2005) obtuvieron mayor degradación de cafeína en la  fase 

de fructificación, la pérdida de este componente en la pulpa de café fermentada fue más 

del 50% al final de la primera cosecha.  

La disminución de la concentración de los fenoles totales y de la cafeína de la pulpa de 

café pudiera estar asociada con la producción de la enzima lacasa (Figura 29), la cual 

puede ser responsable de esta transformación (Mata y col., 2005; Salmones y col., 

2005), junto a otras enzimas, que se expresan en menor actividad. 

Murrieta y colaboradores (2002) plantean que existe correlación negativa entre cantidad 

de lacasa producida por Pleurotus y cantidad de fenoles en el sustrato. 

La disminución del contenido de fenoles del sustrato durante el ciclo de cultivo de 

Pleurotus, es un aspecto importante en la adaptación de la cepa a este, lo cual pudiera 

acelerar la colonización y como consecuencia decrece el riesgo de contaminación con 

mohos.  

Conociendo la composición de la pulpa de café (Tablas 4 y 25) por el contenido de 

lignina y compuestos aromáticos con estructura química semejante a esta, se puede 

inferir que estos pueden ser inductores de enzimas lacasas (Ikehata y col., 2004). 

3.3. Características de la enzima lacasa producida por Pleurotus spp.  

Se realizó un análisis de la producción de la enzima lacasa en las cepas seleccionadas 

(Tabla 35). La mayor producción de la enzima lacasa la muestra la cepa CCEBI 3023 al 

cuarto día de fermentación, siendo superior al valor obtenido por las cepas patrones 

Pleurotus ostreatus (Jacq.:Fr.) Kummer (var. Florida) CCEBI 3073 y Pleurotus 
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ostreatus MC 50. A partir de este criterio se escoge el extracto crudo enzimático de la 

cepa CCEBI 3023 al cuarto día de fermentación para los ensayos de purificación, 

pudiéndose valorar  el extracto crudo enzimático de la cepa CCEBI 3021 al tercer día de 

fermentación para futuras investigaciones. 

Los estudios sobre las lacasas de Pleurotus spp. se dirigen fundamentalmente hacia su 

producción extracelular en cultivos desarrollados en medio líquido (Palmieri y col., 

2000) primando los estudios de purificación y caracterización de estas enzimas 

(Giardina y col., 1999; Marques de Souza y Peralta, 2003; Rodríguez, 2006). Sin 

embargo, la actividad de enzimas lacasa en micelios de cepas de Pleurotus spp. crecidos 

en medios agarizados o en sustratos sólidos mediante fermentación natural, es poco 

estudiada, se analiza el extracto crudo enzimático mediante isoelectroenfoque y 

electroforesis de enzimas (zimografía). 

Estas son técnicas modernas para la evaluación cualitativa de las preparaciones 

enzimáticas. La electroforesis ha ganado importancia ya que cuando las isoenzimas son 

difíciles de distinguir por su función catalítica es necesario emplear propiedades físicas 

como la carga eléctrica. El isoelectroenfoque o focalización isoeléctrica consiste en 

separar las proteínas de acuerdo a su punto isoeléctrico y es una de las técnicas muy 

usadas (Morais y col., 2002; Aehle, 2004). 

Los resultados del isoelectroenfoque muestran (Figura 30) dos picos de actividad lacasa 

bien definidos en las 20 fracciones obtenidas, el primer pico, y máximo, lo tienen las tres 

primeras fracciones de pH entre 2,35 y 4,00; con valores de 8,5; 11,7 y 8,7 U L-1, 

respectivamente, el segundo pico se observa en la parábola de las fracciones desde la 12 

a la 15, de pH entre 7,20 y 8,07; con valores entre 4,7 y 5,0 U L-1. 
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Las fracciones 1, 2, 3, 12, 13, 14 y 15 se concentraron 10 veces mediante un sistema de 

ultrafiltración antes de realizar la electroforesis en condiciones desnaturalizantes en 

geles de poliacrilamida en presencia de dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) para 

identificar el número de isoformas enzimáticas. 

3.3.1. Zimografía. 

En el zimograma de las fracciones seleccionadas y del extracto crudo enzimático (ECE) 

se  nota la ausencia de bandas en las fracciones 1 y 2, las cuales poseían actividad lacasa 

similar y superior al resto de las fracciones (Figura 31), se corrobora que no siempre 

existe correspondencia entre la actividad lacasa medida con la visualización de esta (o 

sus isoformas) en el zimograma. También se confirma la posible existencia de isoformas 

de lacasa (Téllez-Téllez y col., 2005; Mata y col., 2005), pero esta definición requiere de 

futuros estudios.  

Rodríguez (2006) encuentra unas isoformas de lacasas cuando hace revelado con ABTS 

y otras cuando lo realiza con guayacol, significando que estas dependen de las 

condiciones de las técnicas electroforéticas y de la afinidad por el sustrato de ensayo. 

3.3.2. Evaluación del crudo enzimático sobre procianidina B2 comercial.  

Las procianidinas también conocidas como taninos condensados son compuestos 

fenólicos, están ampliamente distribuidas en el reino de las plantas. Son de importancia 

económica para el ganado porque reducen la hinchazón en los animales rumiantes, pero 

al mismo tiempo tienen potencial de producir rechazo al alimento y de disminuir la 

absorción de los nutrientes por el organismo (Osman y Wong, 2007).   

Con el fin de incrementar el valor nutricional de las procianidinas presentes en diferentes 

subproductos, se han realizados trabajos para degradarlas a través de la catálisis 
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enzimática, aunque las procianidinas han mostrado resistencia a la degradación y han 

tenido efectos tóxicos. Varios microorganismos, principalmente bacterias pueden ser 

tolerantes y degradar taninos condensados (Bhat y  col., 1998), el primer intento para 

dilucidar el mecanismo de degradación de la procianidina por hongos filamentosos fue 

reportado por Contreras-Domínguez y colaboradores (2006).  

Todos los crudos enzimáticos de las cepas de Pleurotus spp. fueron evaluados frente a la 

procianidina B2 comercial, mostrando la transformación de ésta en los tres primeros días 

de fermentación la cual se mantiene hasta el final de la fermentación  (Figura 32).  

Todas las cepas biotransfoman la procianidina B2 en más de un 80%  a las 72 horas de 

fermentación (Figura 33) siendo este valor superior al reportado por Contreras-

Domínguez y colaboradores (2006) que cultivan  Aspergillus spp.  sobre procianidina B2 

como fuente de carbono y obtienen un degradación del 30% a las 72 horas de cultivo. 

Realizando una valoración de la cepa CCEBI 3023, la de mayor actividad enzimática, en 

el comportamiento de los cromatógramas (Figuras 34a y b) se observa la desaparición 

del pico de procianidina B2 desde las 48 horas de fermentación, lo que indica la mayor 

biotransformación de esta enzima sobre este tanino condensado. 

Con estos resultados se incorpora al esquema de la tecnología integral la producción de 

enzimas, dando mayor valor a la pulpa de café. 

3.4. Evaluación técnico económica de una planta productora de setas comestibles. 

Finalmente partiendo de los resultados experimentales obtenidos y evaluando la 

capacidad biotransformadora de Pleurotus spp. se realizó una evaluación técnico 

económica de una planta productora de setas comestibles.  
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Para la producción de setas comestibles Pleurotus sobre pulpa de café se requiere de la 

proyección de una planta tecnológica que responda a: una demanda determinada, una 

política ambiental adecuada, una calidad en la producción terminada y un grado de 

flexibilidad que le permita absorber, sin variar su efectividad, cambios en las 

condiciones y factores que originalmente se planificaron (Portuondo, 1985; Brizuela, 

1987).  

La tarea de proyección contiene básicamente los siguientes aspectos: 

• Capacidad de la planta: 60 ton año-1 

• Calidad del producto terminado: Setas NORA’S con certificado de calidad de 

producto alimenticio según norma elaborada al efecto. 

• Ubicación de la planta: Se valoran dos variantes: 

A: Planta rural, cercana a las materias primas. 

B: Planta ubicada en zona urbana, cercana al mercado. 

• Características de las materias primas a emplear: Pulpa de café (Coffea arábica, C. 

canephora), secada al sol.  

• Características del agua y la energía eléctrica a emplear: Agua potable y energía del 

sistema electroenergético nacional. 

• Informaciones sobre las condiciones climáticas: Son preferibles lugares sombreados, 

frescos y en donde no varíen mucho la temperatura de aire entre el día y la noche. Puede 

ser aprovechada una zona arbolada. 

• Vinculación con otros centros industriales cercanos: 

Variante A: Cercana al centro de beneficio húmedo donde se genera la pulpa de café y  a 

la planta de biogás. 
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Variante B: Cercana al centro de elaboración de alimentos. 

• Viales y acceso a la planta  En ambas variantes se requieren de acceso directo por 

terraplén o carretera. Para la variante A se requiere de transporte típico de la montaña. 

• Métodos para la recepción de materia prima y entrega de productos terminados: 

Variante A: Recibirá la pulpa de café fresca y entregará las setas frescas para su 

transportación refrigerada hasta el lugar de consumo. 

Variante B: Recibirá la pulpa de café transportada  en sacos y entregará setas frescas 

listas para su empaque o procesamiento en el centro de elaboración de alimentos. 

• Otros requerimientos: No olvidar que se trabaja con un ser vivo y necesita ciertos 

requerimientos de asepsia y saneamiento, con el fin de eliminar contaminaciones. El 

producto terminado es un alimento y requiere requisitos especiales de manipulación.  

Luego de confeccionada la tarea de proyección, se procede al diseño de la planta. 

Costo de inversión estimado. 

La planta  que se diseñe en cada caso deberá contar con las siguientes áreas: tratamiento 

del sustrato, laboratorio, producción y conservación y empaque del producto.  

La variante A se aprovechará la infraestructura del centro de beneficio húmedo del café, 

lo cual reduce el costo de inversión (Tabla 36).  

El equipamiento solo representa el 8% del costo de inversión y en él se consideran los 

equipos tecnológicos, de laboratorio y transporte, además de la estantería para la 

producción (Tabla 37).  

En el componente “otros gastos” se incluye lo estimado para el proyecto técnico 

ejecutivo, facilidades temporales de los constructores, etc. 
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Costo de producción estimado. 

El cálculo del costo de producción se realiza con datos aportados por la planta de 

investigación-producción del CEBI (Tabla 38). 

Régimen de producción: Fase productiva (290 días), limpieza y mantenimiento (30 

días), reserva tecnológica (45 días) (se considera el tiempo de preparación del inóculo).  

Colonización: 12 días mes-1; producción: 8 ciclos al año de tres cosechas cada uno; 

rendimiento: 20 % y eficiencia biológica: 100 %.  

La pulpa de café se valoró a $ 22.00/ton de acuerdo al valor ofrecido por los 

administrativos de las despulpadoras. 

La plantilla propuesta es de 13 trabajadores, se trabajará en 2 turnos diarios. Los niveles 

salariales por categoría fueron tomados según lo establecido por el Comité Estatal del 

Trabajo y Seguridad Social (Tabla 39) y se asume 10 años como vida útil económica de 

inversión. 

El costo de distribución asumido representa el 15% del precio de las setas ($ 6 000 

CUC/ton) de acuerdo a valoraciones similares realizadas en otros países para productos 

de la Industria Alimenticia. 

El combustible (gas oíl) se valora como $ 273,43 CUC/ton. 

El trigo se valora en $ 413.03CUP/ton, según Departamento de Comercialización y 

Ventas de la Empresa Molinera Santiago. 

El precio las bolsas de polietileno y papel aluminio fueron tomados de catálogos. 

El valor asumido para el cálculo de las prestaciones sociales fue de 25% sobre salarios. 

Los costos unitarios por tonelada de setas (Tabla 40) muestran que: 
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El costo de la mano de obra total (salarios directos, seguridad social y prestaciones), de 

la comercialización y la depreciación representan un 79% del costo de producción.  

Los insumos materiales son el 16% del costo total, lo cual resulta beneficioso para la 

economía de la planta y el territorio. Los consumos de agua, electricidad y combustible 

representan el 3% del costo.  

Los gastos en CUC representan un 9% del costo de producción estimado, lo cual indica 

que las setas deben venderse en ambas monedas. 

Valoración de indicadores de eficiencia económica y económico-financiero. 

En la Tabla 41 se pueden observar algunos de los indicadores de eficiencia económica 

generalmente usados para demostrar la viabilidad económica de un proceso tecnológico. 

El proceso tecnológico resulta atractivo y podrán lograrse mejores resultados si se eleva 

la capacidad hasta 100ton año-1, lo cual es viable y no requiere de una elevación 

proporcional de los costos.  

La tasa de rentabilidad sobre la inversión inicial (45%) es superior a los índices comunes 

para la agroindustria en general (ICIDCA, 1998).  

Los resultados del análisis económico financiero en forma de flujo económico neto (sin 

financiamiento externo) en un horizonte de siete años (Tabla 42) muestran un valor 

actualizado neto de $ 230 526 y una tasa de interna de retorno de 16,2%, lo que significa 

que se sufraga la inversión y se obtienen ganancias. Al cuarto año de explotación de la 

planta, se recupera la inversión. 
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CONCLUSIONES 
 

1. Se incorpora a la tecnología establecida las cepas CCEBI 3021 y CCEBI 3027 

como las más productoras de setas comestibles Pleurotus con 4,5 y 3,4 g de 

setas frescas por gramo de sustrato seco en un día, respectivamente, bajo las 

condiciones estudiadas. 

2. Se logró una influencia positiva en la producción de setas al mezclar la pulpa de 

café con otros sustratos lignocelulósicos, al disminuir el número de bolsas 

contaminadas y aumentar la cantidad de setas por unidad de sustrato y tiempo. 

3. Para una misma cepa los valores de eficiencia biológica son mayores en el 

sustrato que posee mayor contenido de nitrógeno, que es la pulpa de café con 

2,9% base seca.  

4. Se logró con el empleo de la fermentación sólida en medio natural establecer el 

procedimiento tecnológico de producción de setas comestibles, ampliando la 

variedad de subproductos lignocelulósicos a utilizar y las técnicas para su 

procesamiento, ofreciendo una vía de valorización de estos subproductos. 

5. Se logró emplear las columnas Raimbault como biorreactor de FES para el 

estudio de la fase vegetativa de Pleurotus spp. a través de la producción de 

biomasa y enzimas lacasas, durante siete días de fermentación sobre pulpa de 

café con las siguientes condiciones: temperatura: 25±0,5°C, flujo de aire para 

cada columna: 2mL min-1 g-1 de sustrato seco y 10% (peso/peso) de inóculo. 
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6. Se seleccionó la cepa Pleurotus ostreatus CCEBI 3023 como la mejor 

productora de enzimas lacasas, al mostrar los valores más altos de actividad 

lacasa 25,25 Ug-1en columnas de 30g (pequeñas); 23,70 Ug-1en columnas de 

150g (medias) y 1,74 U g-1en nivel productivo con bolsas polietileno. 

7. Las cepas de Pleurotus spp. estudiadas disminuyeron las concentraciones de los 

compuestos tóxicos de la pulpa de café, con máximos de 53% para los fenoles 

totales y 24% para la cafeína. Todos los crudos enzimáticos producidos por estas 

transformaron al tanino condensado procianidina B2 en diferente extensión; la 

cepa  Pleurotus ostreatus CCEBI 3023 fue la mejor biotransformadora (100%), 

superior a la referida con hongos filamentos del género Aspergillus.    
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RECOMENDACIONES 

1. Continuar estudiando la influencia del contenido de nitrógeno en el sustrato de 

siembra durante la etapa de fructificación del Pleurotus spp. 

2. Continuar estudiando en la producción de enzimas lacasas por fermentación 

sólida de la pulpa de café, la presencia de isoenzimas y su caracterización 

bioquímica. 
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ANEXOS 

No.1. Primera licencia sanitaria obtenida para la producción de setas comestibles No. 

001/97. 

Última licencia sanitaria obtenida para la producción de setas comestibles, marca 

NORA’S, No. 050/06 vigente hasta mayo 2009. 

Certificado de renovación de la marca NORA’S, vigente hasta octubre 2015.   

No.2. Tabla 43. Comparación entre varios abonos orgánicos y los obtenidos con pulpa  

de café y pleurotina de café (% base seca). 

         Tabla 44. Análisis de los diferentes tipos de humus. 

No.3. Figura 35. Tecnología integral desarrollada para la producción de setas 

comestibles Pleurotus. 

No.4. Tabla 45. Análisis bromatológico de las setas Pleurotus ostreatus (Florida) 

obtenidas a partir de diferentes sustratos de cultivo. 

No.5. Análisis estadísticos. 
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Anexo No. 2 
 

Tabla 43. Comparación entre varios abonos orgánicos y los obtenidos con pulpa de café y 

pleurotina de café. (% base seca) 

Parámetros Materia  orgánica Nitrógeno Fósforo Potasio Sodio 

Pulpa de café 89,50 3,60 0,17 2,51 0,70 

Pleurotina de café 96,60 3,44 0,04 0,90 1,14 

Subproducto cacao  90,92 1,09 0,32 ND 0,20 

Pleurotina de cacao 94,21 ND 0,28 1,34 0,11 

Estiércol vacuno 56,52 2,23 0,51 0,32 0,11 

Estiércol porcino 52,56 2,58 1,80 0,16 0,06 

Estiércol de ave ND 1,60 1,50 0,80 ND 

Cachaza 54,60 1,52 1,53 0,14 0,06 

Compost de finca 15,60 1,20 0,83 0,98 ND 

Fuente: García, 1999. 

 

 

Tabla 44. Análisis de los diferentes tipos de humus.  

Humus de:  

Parámetros Estiércol vacuno Pulpa de café Pleurotina de café 

Materia orgánica (%) 68,03 84,81 74,04 

Cenizas (%) 31,97 15,19 26,31 

pH 7,4 7,4 7,4 

NO3
-  (mg L-1) 1 716,66 16 863,66 11 713,68 

NO2
-   (mg L-1) < 0,0005 < 0,0005 3,12 

NH4
+  (mg L-1) 0,09 0,14 0,165 

Sodio  (mg L-1) 15,61 13,38 13,38 

Fósforo (mg L-1) 19,60 19,60 9,78 

Potasio (mg L-1) 104,14 142,24 83,82 

Fuente: García, 1999. 
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Anexo No. 4.  
 

Tabla 45. Análisis bromatológico de las setas Pleurotus ostreatus (Florida) 

obtenidas a partir de diferentes sustratos de cultivo (%, base seca). 
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Fuente: García, 1999; Gross, 2001. 

 Componente Pulpa de café Cáscara de cacao 

Humedad 91,18 93,57 

Materia seca 8,45 6,43 

Proteína bruta 27,45 28,88 

Fibra 7,51 20,73 

Grasa 7,16 4,26 

Carbohidratos 50,30 42,87 

Cenizas 7,57 7,55 

Ácidos nucleicos 5,53 6,09 

Cafeína 0,0035 ND 
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Anexo No. 5  
Análisis estadístico de eficiencia biológica de las cepas (Tabla 22).  
Tabla ANOVA 
                            Análisis de la Varianza 
------------------------------------------------------------------------------ 
Fuente             Sumas de cuad.     Gl  Cuadrado Medio  Cociente-F   P-Valor 
------------------------------------------------------------------------------ 
Entre grupos              81943,9      5      16388,8      20,05       0,0000 
Intra grupos              9809,47     12      817,456 
------------------------------------------------------------------------------ 
Total (Corr.)             91753,4     17 
 
   La tabla ANOVA descompone la varianza de los datos en dos componentes: un componente 
entre grupos y un componente dentro de cada grupo.  El F-ratio, que en este caso es igual a 
20,0485, es el cociente de la estimación entre grupos y la estimación dentro de los grupos.  
Puesto que el p-valor del test F es inferior a 0,05, hay diferencia estadísticamente significativa 
entre las medias de las 6 variables a un nivel de confianza del 95,0%.  Para determinar las 
medias que son significativamente diferentes unas de otras, seleccione los Tests de Rangos 
Múltiples en la lista de Opciones Tabulares. 
 
Contraste Múltiple de Rango 
 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Método: 95,0 porcentaje LSD 
               Frec.     Media             Grupos homogéneos 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Col_2          3         33,1702           X    
Col_5          3         95,3353             X   
Col_3          3         148,222               X  
Col_4          3         195,387               XX 
Col_1          3         204,356                  X 
Col_6          3         225,233                  X 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Contraste                                  Diferencias          +/-  Límites 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Col_1 - Col_2                             *171,186              50,8636            
Col_1 - Col_3                             *56,1342              50,8636            
Col_1 - Col_4                              8,9691               50,8636            
Col_1 - Col_5                             *109,021              50,8636            
Col_1 - Col_6                              -20,8763             50,8636            
Col_2 - Col_3                             *-115,052             50,8636            
Col_2 - Col_4                             *-162,217             50,8636            
Col_2 - Col_5                             *-62,1651             50,8636            
Col_2 - Col_6                             *-192,062             50,8636            
Col_3 - Col_4                              -47,1651             50,8636            
Col_3 - Col_5                             *52,8867              50,8636            
Col_3 - Col_6                             *-77,0105             50,8636            
Col_4 - Col_5                             *100,052              50,8636            
Col_4 - Col_6                              -29,8454             50,8636            
Col_5 - Col_6                             *-129,897             50,8636            
-------------------------------------------------------------------------------- 
* indica una diferencia significativa. 
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Análisis estadístico de tasa de producción de las cepas (Tabla 22).  
Tabla ANOVA 
                            Análisis de la Varianza 
------------------------------------------------------------------------------ 
Fuente             Sumas de cuad.     Gl  Cuadrado Medio  Cociente-F   P-Valor 
------------------------------------------------------------------------------ 
Entre grupos              35,4917      5      7,09834      13,76       0,0001 
Intra grupos              6,19253     12     0,516044 
------------------------------------------------------------------------------ 
Total (Corr.)             41,6842     17 
 
   La tabla ANOVA descompone la varianza de los datos en dos componentes: un componente 
entre grupos y un componente dentro de cada grupo.  El F-ratio, que en este caso es igual a 
13,7553, es el cociente de la estimación entre grupos y la estimación dentro de los grupos.  
Puesto que el p-valor del test F es inferior a 0,05, hay diferencia estadísticamente significativa 
entre las medias de las 6 variables a un nivel de confianza del 95,0%.  Para determinar las 
medias que son significativamente diferentes unas de otras, seleccione los Tests de Rangos 
Múltiples en la lista de Opciones Tabulares. 
 
Contraste Múltiple de Rango 
 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Método: 95,0 porcentaje LSD 
               Frec.     Media             Grupos homogéneos 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Col_2          3         0,621353          X     
Col_5          3         1,87311              X    
Col_3          3         2,74536              XX   
Col_1          3         3,40976                 XX  
Col_4          3         4,35854                     XX 
Col_6          3         4,4758                          X 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Contraste                                  Diferencias          +/-  Límites 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Col_1 - Col_2                             *2,7184               1,27796            
Col_1 - Col_3                              0,564394             1,27796            
Col_1 - Col_4                              -0,748786            1,27796            
Col_1 - Col_5                             *1,61665              1,27796            
Col_1 - Col_6                             *-1,46604             1,27796            
Col_2 - Col_3                             *-2,15401             1,27796            
Col_2 - Col_4                             *-3,46719             1,27796            
Col_2 - Col_5                              -1,10176             1,27796            
Col_2 - Col_6                             *-4,18444             1,27796            
Col_3 - Col_4                             *-1,31318             1,27796            
Col_3 - Col_5                              1,05225              1,27796            
Col_3 - Col_6                             *-2,03043             1,27796            
Col_4 - Col_5                             *2,36543              1,27796            
Col_4 - Col_6                              -0,717254            1,27796            
Col_5 - Col_6                             *-3,08269             1,27796            
-------------------------------------------------------------------------------- 
* indica una diferencia significativa. 
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Análisis estadístico de diámetro de los cuerpos fructíferos (Tabla 22).  
Tabla ANOVA 
                            Análisis de la Varianza 
------------------------------------------------------------------------------ 
Fuente             Sumas de cuad.     Gl  Cuadrado Medio  Cociente-F   P-Valor 
------------------------------------------------------------------------------ 
Entre grupos              35,9084      5      7,18169       3,59       0,0323 
Intra grupos              24,0054     12      2,00045 
------------------------------------------------------------------------------ 
Total (Corr.)             59,9138     17 
 
   La tabla ANOVA descompone la varianza de los datos en dos componentes: un componente 
entre grupos y un componente dentro de cada  grupo.  El F-ratio, que en este caso es igual a 
3,59004, es el cociente de la estimación entre grupos y la estimación dentro de los grupos.  
Puesto que el p-valor del test F es inferior a 0,05, hay diferencia estadísticamente significativa 
entre las medias de las 6variables a un nivel de confianza del 95,0%.  Para determinar las 
medias que son significativamente diferentes unas de otras, seleccione los Tests de Rangos 
Múltiples en la lista de Opciones Tabulares. 
 
Contraste Múltiple de Rango 
 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Método: 95,0 porcentaje LSD 
               Frec.     Media             Grupos homogéneos 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Col_5          3         6,17              X   
Col_2          3         6,9                XX  
Col_4          3         8,5                XXX 
Col_1          3         9,26                 XX 
Col_3          3         9,33                 XX 
Col_6          3         10,17                  X 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Contraste                                  Diferencias          +/-  Límites 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Col_1 - Col_2                              2,36                 2,51617            
Col_1 - Col_3                              -0,07                2,51617            
Col_1 - Col_4                              0,76                 2,51617            
Col_1 - Col_5                             *3,09                 2,51617            
Col_1 - Col_6                              -0,91                2,51617            
Col_2 - Col_3                              -2,43                2,51617            
Col_2 - Col_4                              -1,6                 2,51617            
Col_2 - Col_5                              0,73                 2,51617            
Col_2 - Col_6                             *-3,27                2,51617            
Col_3 - Col_4                              0,83                 2,51617            
Col_3 - Col_5                             *3,16                 2,51617            
Col_3 - Col_6                              -0,84                2,51617            
Col_4 - Col_5                              2,33                 2,51617            
Col_4 - Col_6                              -1,67                2,51617            
Col_5 - Col_6                             *-4,0                 2,51617            
-------------------------------------------------------------------------------- 
* indica una diferencia significativa. 
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Análisis estadístico de la actividad  enzimática manganeso peroxidasa (Tabla 24).  
Tabla ANOVA 
                            Análisis de la Varianza 
------------------------------------------------------------------------------ 
Fuente             Sumas de cuad.     Gl  Cuadrado Medio  Cociente-F   P-Valor 
------------------------------------------------------------------------------ 
Entre grupos           0,00798529      5   0,00159706      48,32       0,0000 
Intra grupos          0,000396651     12 0,0000330542 
------------------------------------------------------------------------------ 
Total (Corr.)          0,00838194     17 
 
   La tabla ANOVA descompone la varianza de los datos en dos componentes: un componente 
entre grupos y un componente dentro de cada grupo.  El F-ratio, que en este caso es igual a 
48,3163, es el cociente de la estimación entre grupos y la estimación dentro de los grupos.  
Puesto que el p-valor del test F es inferior a 0,05, hay diferencia estadísticamente significativa 
entre las medias de las 6 variables a un nivel de confianza del 95,0%.  Para determinar las 
medias que son significativamente diferentes unas de otras, seleccione los Tests de Rangos 
Múltiples en la lista de Opciones Tabulares. 
 
Contraste Múltiple de Rango 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Método: 95,0 porcentaje LSD 
               Frec.     Media             Grupos homogéneos 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Col_4          3         0,00250667        X   
Col_1          3         0,0286467             X  
Col_2          3         0,0358033             X  
Col_5          3         0,03645                 X  
Col_3          3         0,0589467                X 
Col_6          3         0,06748                    X 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Contraste                                  Diferencias          +/-  Límites 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Col_1 - Col_2                              -0,00715667          0,010228           
Col_1 - Col_3                             *-0,0303              0,010228           
Col_1 - Col_4                             *0,02614              0,010228           
Col_1 - Col_5                              -0,00780333          0,010228           
Col_1 - Col_6                             *-0,0388333           0,010228           
Col_2 - Col_3                             *-0,0231433           0,010228           
Col_2 - Col_4                             *0,0332967            0,010228           
Col_2 - Col_5                              -0,000646667         0,010228           
Col_2 - Col_6                             *-0,0316767           0,010228           
Col_3 - Col_4                             *0,05644              0,010228           
Col_3 - Col_5                             *0,0224967            0,010228           
Col_3 - Col_6                              -0,00853333          0,010228           
Col_4 - Col_5                             *-0,0339433           0,010228           
Col_4 - Col_6                             *-0,0649733           0,010228           
Col_5 - Col_6                             *-0,03103             0,010228           
-------------------------------------------------------------------------------- 
* indica una diferencia significativa. 
 
 
 



Anexos 
 

 133

 
 
Análisis estadístico de la actividad  enzimática versatil peroxidasa (Tabla 24).  
 
Tabla ANOVA 
                            Análisis de la Varianza 
------------------------------------------------------------------------------ 
Fuente             Sumas de cuad.     Gl  Cuadrado Medio  Cociente-F   P-Valor 
------------------------------------------------------------------------------ 
Entre grupos           0,00453407      5  0,000906814    1358,34       0,0000 
Intra grupos        0,00000801107     12   6,67589E-7 
------------------------------------------------------------------------------ 
Total (Corr.)          0,00454208     17 
 
   La tabla ANOVA descompone la varianza de los datos en dos componentes: un componente 
entre grupos y un componente dentro de cada grupo.  El F-ratio, que en este caso es igual a 
1358,34, es el cociente de la estimación entre grupos y la estimación dentro de los grupos.  
Puesto que el p-valor del test F es inferior a 0,05, hay diferencia estadísticamente significativa 
entre las medias de las 6 variables a un nivel de confianza del 95,0%. Para determinar las 
medias que son significativamente diferentes unas de otras, seleccione los Tests de Rangos  
Múltiples en la lista de Opciones Tabulares. 
Contraste Múltiple de Rango 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Método: 95,0 porcentaje LSD 
               Frec.     Media             Grupos homogéneos 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Col_1          3         0,0477267         X     
Col_5          3         0,0510267           X    
Col_4          3         0,05604                 X   
Col_6          3         0,06584                   X  
Col_2          3         0,0864967                 X 
Col_3          3         0,0868467                 X 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Contraste                                  Diferencias          +/-  Límites 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Col_1 - Col_2                             *-0,03877             0,00145355         
Col_1 - Col_3                             *-0,03912             0,00145355         
Col_1 - Col_4                             *-0,00831333          0,00145355         
Col_1 - Col_5                             *-0,0033              0,00145355         
Col_1 - Col_6                             *-0,0181133           0,00145355         
Col_2 - Col_3                              -0,00035             0,00145355         
Col_2 - Col_4                             *0,0304567            0,00145355         
Col_2 - Col_5                             *0,03547              0,00145355         
Col_2 - Col_6                             *0,0206567            0,00145355         
Col_3 - Col_4                             *0,0308067            0,00145355         
Col_3 - Col_5                             *0,03582              0,00145355         
Col_3 - Col_6                             *0,0210067            0,00145355         
Col_4 - Col_5                             *0,00501333           0,00145355         
Col_4 - Col_6                             *-0,0098              0,00145355         
Col_5 - Col_6                             *-0,0148133           0,00145355         
-------------------------------------------------------------------------------- 
* indica una diferencia significativa. 
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Análisis estadístico de la actividad  enzimática lacasa (Tabla 24).  
 
Tabla ANOVA 
                            Análisis de la Varianza 
------------------------------------------------------------------------------ 
Fuente             Sumas de cuad.     Gl  Cuadrado Medio  Cociente-F   P-Valor 
------------------------------------------------------------------------------ 
Entre grupos           0,00981815      5   0,00196363     478,83       0,0000 
Intra grupos         0,0000492103     120,00000410086 
------------------------------------------------------------------------------ 
Total (Corr.)          0,00986736     17 
 
   La tabla ANOVA descompone la varianza de los datos en dos componentes: un componente 
entre grupos y un componente dentro de cada grupo.  El F-ratio, que en este caso es igual a 
478,834, es el cociente de la estimación entre grupos y la estimación dentro de los grupos.  
Puesto que el p-valor del test F es inferior a 0,05, hay diferencia estadísticamente significativa 
entre las medias de las 6 variables a un nivel de confianza del 95,0%.  Para determinar las 
medias que son significativamente diferentes unas de otras, seleccione los Tests de Rangos 
Múltiples en la lista de Opciones Tabulares. 
 
Contraste Múltiple de Rango 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Método: 95,0 porcentaje LSD 
               Frec.     Media             Grupos homogéneos 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Col_1          3         0,0727433        X    
Col_4          3         0,0747333        X    
Col_5          3         0,0756733         X    
Col_6          3         0,08435                X   
Col_2          3         0,0960267               X  
Col_3          3         0,1397                       X 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Contraste                                  Diferencias          +/-  Límites 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Col_1 - Col_2                             *-0,0232833           0,00360257         
Col_1 - Col_3                             *-0,0669567           0,00360257         
Col_1 - Col_4                              -0,00199             0,00360257         
Col_1 - Col_5                              -0,00293             0,00360257         
Col_1 - Col_6                             *-0,0116067           0,00360257         
Col_2 - Col_3                             *-0,0436733           0,00360257         
Col_2 - Col_4                             *0,0212933            0,00360257         
Col_2 - Col_5                             *0,0203533            0,00360257         
Col_2 - Col_6                             *0,0116767            0,00360257         
Col_3 - Col_4                             *0,0649667            0,00360257         
Col_3 - Col_5                             *0,0640267            0,00360257         
Col_3 - Col_6                             *0,05535              0,00360257         
Col_4 - Col_5                              -0,00094             0,00360257         
Col_4 - Col_6                             *-0,00961667          0,00360257         
Col_5 - Col_6                             *-0,00867667          0,00360257         
-------------------------------------------------------------------------------- 
* indica una diferencia significativa. 
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Análisis estadístico de eficiencia biológica de cepa 3023 en pulpa de café pura y mezclada 
(Figura 18).  
 
Tabla ANOVA 
                            Análisis de la Varianza 
------------------------------------------------------------------------------ 
Fuente             Sumas de cuad.     Gl  Cuadrado Medio  Cociente-F   P-Valor 
------------------------------------------------------------------------------ 
Entre grupos              32580,9      4      8145,21      63,16       0,0000 
Intra grupos              1289,63     10      128,963 
------------------------------------------------------------------------------ 
Total (Corr.)             33870,5     14 
   La tabla ANOVA descompone la varianza de los datos en dos componentes: un componente 
entre grupos y un componente dentro de cada grupo.  El F-ratio, que en este caso es igual a 
63,1595, es el cociente de la estimación entre grupos y la estimación dentro de los grupos.  
Puesto que el p-valor del test F es inferior a 0,05, hay diferencia estadísticamente significativa 
entre las medias de las 5 variables a un nivel de confianza del 95,0%.  Para determinar las 
medias que son significativamente diferentes unas de otras, seleccione los Tests de Rangos 
Múltiples en la lista de Opciones Tabulares. 
 
Contraste Múltiple de Rango 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Método: 95,0 porcentaje LSD 
               Frec.     Media             Grupos homogéneos 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Col_5          3         9,5               X   
Col_4          3         42,5667            X  
Col_3          3         47,7                  X  
Col_2          3         51,3                  X  
Col_1          3         148,2                    X 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Contraste                                  Diferencias          +/-  Límites 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Col_1 - Col_2                             *96,9                 20,66              
Col_1 - Col_3                             *100,5                20,66              
Col_1 - Col_4                             *105,633              20,66              
Col_1 - Col_5                             *138,7                20,66              
Col_2 - Col_3                              3,6                  20,66              
Col_2 - Col_4                              8,73333              20,66              
Col_2 - Col_5                             *41,8                 20,66              
Col_3 - Col_4                              5,13333              20,66              
Col_3 - Col_5                             *38,2                 20,66              
Col_4 - Col_5                             *33,0667              20,66              
-------------------------------------------------------------------------------- 
* indica una diferencia significativa. 
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Análisis estadístico de tasa de producción de cepa 3023 en pulpa de café pura y mezclada 
(Figura 18).  
 
Tabla ANOVA 
                            Análisis de la Varianza 
------------------------------------------------------------------------------ 
Fuente             Sumas de cuad.     Gl  Cuadrado Medio  Cociente-F   P-Valor 
------------------------------------------------------------------------------ 
Entre grupos              2,69033      4     0,672583     350,30       0,0000 
Intra grupos               0,0192     10      0,00192 
------------------------------------------------------------------------------ 
Total (Corr.)             2,70953     14 
 
   La tabla ANOVA descompone la varianza de los datos en dos componentes: un componente 
entre grupos y un componente dentro de cada grupo.  El F-ratio, que en este caso es igual a 
350,304, es el cociente de la estimación entre grupos y la estimación dentro de los grupos.  
Puesto que el p-valor del test F es inferior a 0,05, hay diferencia estadísticamente significativa 
entre las medias de las 5variables a un nivel de confianza del 95,0%.  Para determinar las 
medias que son significativamente diferentes unas de otras, seleccione los Tests de Rangos 
Múltiples en la lista de Opciones Tabulares. 
  
Contraste Múltiple de Rango 
 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Método: 95,0 porcentaje LSD 
               Frec.     Media             Grupos homogéneos 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Col_5          3         0,156667         X     
Col_4          3         0,676667            X    
Col_3          3         0,92                      X   
Col_1          3         1,21333                  X  
Col_2          3         1,35                           X 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Contraste                                  Diferencias          +/-  Límites 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Col_1 - Col_2                             *-0,136667            0,0797165          
Col_1 - Col_3                             *0,293333             0,0797165          
Col_1 - Col_4                             *0,536667             0,0797165          
Col_1 - Col_5                             *1,05667              0,0797165          
Col_2 - Col_3                             *0,43                 0,0797165          
Col_2 - Col_4                             *0,673333             0,0797165          
Col_2 - Col_5                             *1,19333              0,0797165          
Col_3 - Col_4                             *0,243333             0,0797165          
Col_3 - Col_5                             *0,763333             0,0797165          
Col_4 - Col_5                             *0,52                 0,0797165          
-------------------------------------------------------------------------------- 
* indica una diferencia significativa. 
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Análisis estadístico de la actividad enzimática lacasa de cepa 3023 en pulpa de café pura y 
mezclada (Tabla 30).  
 
Tabla ANOVA 
                            Análisis de la Varianza 
------------------------------------------------------------------------------ 
Fuente             Sumas de cuad.     Gl  Cuadrado Medio  Cociente-F   P-Valor 
------------------------------------------------------------------------------ 
Entre grupos              2,75515      3     0,918384    2111,84       0,0000 
Intra grupos            0,0017395      4  0,000434875 
------------------------------------------------------------------------------ 
Total (Corr.)             2,75689      7 
 
   La tabla ANOVA descompone la varianza de los datos en dos componentes: un componente 
entre grupos y un componente dentro de cada grupo.  El F-ratio, que en este caso es igual a 
2111,84, es el cociente de la estimación entre grupos y la estimación dentro de los grupos.  
Puesto que el p-valor del test F es inferior a 0,05, hay diferencia estadísticamente significativa 
entre las medias de las 4 variables a un nivel de confianza del 95,0%.  Para determinar las 
medias que son significativamente diferentes unas de otras, seleccione los Tests de Rangos 
Múltiples en la lista de Opciones Tabulares. 
Contraste Múltiple de Rango 
 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Método: 95,0 porcentaje LSD 
               Frecuencia   Media    Grupos homogéneos 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Col_2          2         0,3075            X    
Col_4          2         0,4465              X   
Col_3          2         1,2335                X  
Col_1          2         1,745                    X 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Contraste                                  Diferencias          +/-  Límites 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Col_1 - Col_2                             *1,4375               0,0578992          
Col_1 - Col_3                             *0,5115               0,0578992          
Col_1 - Col_4                             *1,2985               0,0578992          
Col_2 - Col_3                             *-0,926               0,0578992          
Col_2 - Col_4                             *-0,139               0,0578992          
Col_3 - Col_4                             *0,787                0,0578992          
-------------------------------------------------------------------------------- 
* indica una diferencia significativa. 
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Análisis estadístico de setas obtenidas sobre mezcla pulpa de café: viruta de cedro (Tabla 31).  
Tabla ANOVA 
                            Análisis de la Varianza 
------------------------------------------------------------------------------ 
Fuente             Sumas de cuad.     Gl  Cuadrado Medio  Cociente-F   P-Valor 
------------------------------------------------------------------------------ 
Entre grupos            2,01032E6      4     502580,0      70,41       0,0000 
Intra grupos              71374,0     10       7137,4 
------------------------------------------------------------------------------ 
Total (Corr.)           2,08169E6     14 
   La tabla ANOVA descompone la varianza de los datos en dos componentes: un componente 
entre grupos y un componente dentro de cada grupo.  El F-ratio, que en este caso es igual a 
70,4149, es el cociente de la estimación entre grupos y la estimación dentro de los grupos.  
Puesto que el p-valor del test F es inferior a 0,05, hay diferencia estadísticamente significativa 
entre las medias de las 5 variables a un nivel de confianza del 95,0%.  Para determinar las 
medias que son significativamente diferentes unas de otras, seleccione los Tests de Rangos 
Múltiples en la lista de Opciones Tabulares. 
Contraste Múltiple de Rango 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Método: 95,0 porcentaje LSD 
               Frec.     Media             Grupos homogéneos 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Col_2          3         112,0             X  
Col_4          3         204,0             X  
Col_5          3         842,0                X 
Col_1          3         881,0                X 
Col_3          3         971,0                X 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Contraste                                  Diferencias          +/-  Límites 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Col_1 - Col_2                             *769,0                153,698            
Col_1 - Col_3                              -90,0                153,698            
Col_1 - Col_4                             *677,0                153,698            
Col_1 - Col_5                              39,0                 153,698            
Col_2 - Col_3                             *-859,0               153,698            
Col_2 - Col_4                              -92,0                153,698            
Col_2 - Col_5                             *-730,0               153,698            
Col_3 - Col_4                             *767,0                153,698            
Col_3 - Col_5                              129,0                153,698            
Col_4 - Col_5                             *-638,0               153,698            
-------------------------------------------------------------------------------- 
* indica una diferencia significativa. 
   Esta tabla aplica un procedimiento de comparación múltiple para determinar las medias que 
son significativamente diferentes unas de otras. La mitad inferior de la salida muestra la 
diferencia estimada entre cada para de medias.  El asterisco que se encuentra al lado de los 6 
pares, indica que éstos muestran diferencias estadísticamente significativas a un nivel de 
confianza 95,0%.  En la parte superior de la página, se identifican 2 grupos homogéneos según 
la alineación del signo X en la columna.  Dentro de cada columna, los niveles que tienen signo 
X forman un grupo de medias entre las cuales no hay diferencias estadísticamente significativas.  
El método actualmente utilizado para discernir entre las medias es el procedimiento de las 
menores diferencias significativas de Fisher (LSD).  Con este método, hay un 5,0% de riesgo de 
considerar cada par de medias como significativamente diferentes cuando la diferencia real es 
igual a 0.   
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Análisis estadístico del rendimiento sobre mezcla pulpa de café: viruta de cedro (Tabla 31).  
Tabla ANOVA 
                            Análisis de la Varianza 
------------------------------------------------------------------------------ 
Fuente             Sumas de cuad.     Gl  Cuadrado Medio  Cociente-F   P-Valor 
------------------------------------------------------------------------------ 
Entre grupos              3328,84      4      832,209      14,49       0,0004 
Intra grupos                574,2     10        57,42 
------------------------------------------------------------------------------ 
Total (Corr.)             3903,04     14 
   La tabla ANOVA descompone la varianza de los datos en dos componentes: un componente 
entre grupos y un componente dentro de cada grupo.  El F-ratio, que en este caso es igual a 
14,4934, es el cociente de la estimación entre grupos y la estimación dentro de los grupos.  
Puesto que el p-valor del test F es inferior a 0,05, hay diferencia estadísticamente significativa 
entre las medias de las 5variables a un nivel de confianza del 95,0%.  Para determinar las 
medias que son significativamente diferentes unas de otras, seleccione los Tests de Rangos 
Múltiples en la lista de Opciones Tabulares. 
 
Contraste Múltiple de Rango 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Método: 95,0 porcentaje LSD 
               Frec.     Media             Grupos homogéneos 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Col_2          3         22,4              X   
Col_4          3         40,9                 X  
Col_5          3         42,0                 X  
Col_1          3         58,7                   X 
Col_3          3         64,7                   X 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Contraste                                  Diferencias          +/-  Límites 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Col_1 - Col_2                             *36,3                 13,7857            
Col_1 - Col_3                              -6,0                 13,7857            
Col_1 - Col_4                             *17,8                 13,7857            
Col_1 - Col_5                             *16,7                 13,7857            
Col_2 - Col_3                             *-42,3                13,7857            
Col_2 - Col_4                             *-18,5                13,7857            
Col_2 - Col_5                             *-19,6                13,7857            
Col_3 - Col_4                             *23,8                 13,7857            
Col_3 - Col_5                             *22,7                 13,7857            
Col_4 - Col_5                              -1,1                 13,7857            
-------------------------------------------------------------------------------- 
* indica una diferencia significativa. 
   Esta tabla aplica un procedimiento de comparación múltiple para determinar las medias que 
son significativamente diferentes unas de otras.  La mitad inferior de la salida muestra la 
diferencia estimada entre cada para de medias.  El asterisco que se encuentra al lado de los 8 
pares, indica que éstos muestran diferencias estadísticamente significativas a un nivel de 
confianza 95,0%.  En la parte superior de la página, se identifican 3 grupos homogéneos según 
la alineación del signo X en la columna.  Dentro de cada columna, los niveles que tienen signo 
X forman un grupo de medias entre las cuales no hay diferencias estadísticamente significativas.  
El método actualmente utilizado para discernir entre las medias es el procedimiento de las 
menores diferencias significativas de Fisher (LSD).  Con este método, hay un 5,0% de riesgo de 
considerar cada par de medias como significativamente diferentes cuando la diferencia real es 
igual a 0.   
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Análisis estadístico de la eficiencia biológica sobre mezcla pulpa de café: viruta de cedro (Tabla 
31). 
Tabla ANOVA 
                            Análisis de la Varianza 
------------------------------------------------------------------------------ 
Fuente             Sumas de cuad.     Gl  Cuadrado Medio  Cociente-F   P-Valor 
------------------------------------------------------------------------------ 
Entre grupos              44885,5      4      11221,4      16,21       0,0002 
Intra grupos               6922,8     10       692,28 
------------------------------------------------------------------------------ 
Total (Corr.)             51808,3     14 
   La tabla ANOVA descompone la varianza de los datos en dos componentes: un componente 
entre grupos y un componente dentro de cada grupo.  El F-ratio, que en este caso es igual a 
16,2093, es el cociente de la estimación entre grupos y la estimación dentro de los grupos.  
Puesto que el p-valor del test F es inferior a 0,05, hay diferencia estadísticamente significativa 
entre las medias de las 5variables a un nivel de confianza del 95,0%.  Para determinar las 
medias que son significativamente diferentes unas de otras, seleccione los Tests de Rangos 
Múltiples en la lista de Opciones Tabulares. 
 Contraste Múltiple de Rango 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Método: 95,0 porcentaje LSD 
               Frec.     Media             Grupos homogéneos 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Col_2          3         75,0              X   
Col_4          3         136,9                X  
Col_5          3         195,4                   X 
Col_1          3         204,4                   X  
Col_3          3         225,2                   X 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Contraste                                  Diferencias          +/-  Límites 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Col_1 - Col_2                             *129,4                47,8673            
Col_1 - Col_3                              -20,8                47,8673            
Col_1 - Col_4                             *67,5                 47,8673            
Col_1 - Col_5                              9,0                  47,8673            
Col_2 - Col_3                             *-150,2               47,8673            
Col_2 - Col_4                             *-61,9                47,8673            
Col_2 - Col_5                             *-120,4               47,8673            
Col_3 - Col_4                             *88,3                 47,8673            
Col_3 - Col_5                              29,8                 47,8673            
Col_4 - Col_5                             *-58,5                47,8673            
-------------------------------------------------------------------------------- 
* indica una diferencia significativa. 
   Esta tabla aplica un procedimiento de comparación múltiple para determinar las medias que 
son significativamente diferentes unas de otras.  La mitad inferior de la salida muestra la 
diferencia estimada entre cada para de medias.  El asterisco que se encuentra al lado de los 7 
pares, indica que éstos muestran diferencias estadísticamente significativas a un nivel de 
confianza 95,0%.  En la parte superior de la página, se identifican 3 grupos homogéneos según 
la alineación de signo X en la columna.  Dentro de cada columna, los niveles que tienen signo X 
forman un grupo de medias entre las cuales no hay diferencias estadísticamente significativas.  
El método actualmente utilizado para discernir entre las medias es el procedimiento de las 
menores diferencias significativas de Fisher (LSD).  Con este método, hay un 5,0% de riesgo de 
considerar cada par de medias como significativamente diferentes cuando la diferencia real es 
igual a 0.   
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Análisis estadístico de la tasa de producción sobre mezcla pulpa de café: viruta de cedro (Tabla 
31). 
Tabla ANOVA 
                            Análisis de la Varianza 
------------------------------------------------------------------------------ 
Fuente             Sumas de cuad.     Gl  Cuadrado Medio  Cociente-F   P-Valor 
------------------------------------------------------------------------------ 
Entre grupos              17,1332      4      4,28331      15,90       0,0002 
Intra grupos               2,6934     10      0,26934 
------------------------------------------------------------------------------ 
Total (Corr.)             19,8266     14 
   La tabla ANOVA descompone la varianza de los datos en dos componentes: un componente 
entre grupos y un componente dentro de cada grupo.  El F-ratio, que en este caso es igual a 
15,903, es el cociente de la estimación entre grupos y la estimación dentro de los grupos.  
Puesto que el p-valor del test F es inferior a 0,05, hay diferencia estadísticamente significativa 
entre las medias de las 5 variables aun nivel de confianza del 95,0%.  Para determinar las 
medias que son significativamente diferentes unas de otras, seleccione los Tests de Rangos 
Múltiples en la lista de Opciones Tabulares. 
Contraste Múltiple de Rango 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Método: 95,0 porcentaje LSD 
               Frec.     Media             Grupos homogéneos 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Col_2          3         1,31              X    
Col_4          3         2,32                X   
Col_5          3         2,7                  XX  
Col_1          3         3,41                   X  
Col_3          3         4,5                       X 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Contraste                                  Diferencias          +/-  Límites 
-------------------------------------------------------------------------------- 
Col_1 - Col_2                             *2,1                  0,944165           
Col_1 - Col_3                             *-1,09                0,944165           
Col_1 - Col_4                             *1,09                 0,944165           
Col_1 - Col_5                              0,71                 0,944165           
Col_2 - Col_3                             *-3,19                0,944165           
Col_2 - Col_4                             *-1,01                0,944165           
Col_2 - Col_5                             *-1,39                0,944165           
Col_3 - Col_4                             *2,18                 0,944165           
Col_3 - Col_5                             *1,8                  0,944165           
Col_4 - Col_5                              -0,38                0,944165           
-------------------------------------------------------------------------------- 
* indica una diferencia significativa. 
   Esta tabla aplica un procedimiento de comparación múltiple para determinar las medias que 
son significativamente diferentes unas de otras.  La mitad inferior de la salida muestra la 
diferencia estimada entre cada para de medias.  El asterisco que se encuentra al lado de los 8 
pares, indica que éstos muestran diferencias estadísticamente significativas a un nivel de 
confianza 95,0%.  En la parte superior de la página, se identifican 4 grupos homogéneos según 
la alineación del signo X en la columna.  Dentro de cada columna, los niveles que tienen signo 
X forman un grupo de medias entre las cuales no hay diferencias estadísticamente significativas.  
El método actualmente utilizado para discernir entre las medias es el procedimiento de las 
menores diferencias significativas de Fisher (LSD).  Con este método, hay un 5,0% de riesgo de 
considerar cada par de medias como significativamente diferentes cuando la diferencia real es 
igual a 0.  
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Capítulo 1. Revisión bibliográfica 
 

 

 

 

  

Tabla 1. Historia y desarrollo de la fermentación en estado sólido. 

Periodo Avance alcanzado 

2600 años antes de Cristo Producción de pan por los egipcios. 

Antes de Cristo en Asia  Producción de queso por Penicillium roqueforti. 

 Fermentación del pescado/preservación con azúcares, almidones, 

sales, etc., proceso Koji. 

Siglo XVII Se extiende el proceso Koji de China a Japón por los sacerdotes 

budistas. Producción de vinagre a partir de residuos de manzana.  

Siglo XVIII   Uso del acido gálico en procesos industriales como el encurtido, 

la impresión, etc. 

1860–1900  Aplicación en el tratamiento de residuos. 

1900–1920  Producción de enzimas fúngicas (amilasas), ácido kójico. 

1920–1940  Producción de enzimas fúngicas, ácidos  glucónico y cítrico. Se 

desarrolla el fermentador de tambor rotatorio. 

1940–1950  Fantásticos avances en la  industria de la fermentación. 

Producción de penicilina por fermentación sólida y sumergida. 

1950–1960  Transformación de esteroides por cultivos fúngicos. 

1960–1980  Producción de micotoxinas y de alimentos enriquecidos 

proteicamente. 

1980–nuestros días Producción de otros productos como alcohol y ácido giberélico. 

Fuente: Rodríguez Couto y Sanromán, 2005 
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Figura 1. Algunos procesos a micro escala que ocurren en la

             (Hölker y Lenz, 2005).  
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Tabla 2. Ejemplos de aplicaciones económicas de las fermentaciones en estado sólido. 

Fuente: Pérez- Guerra y col., 2003 

Sector Aplicación Ejemplos 
Biotransformación de 
residuos de cosechas. 

Alimentos  fermentados tradicionales 
(koji, sake, raji, tempeh),  producción de 
proteína unicelular, enriquecimiento 
proteico y producción de setas 
comestibles. 

Agro-alimentario 

 
Aditivos 

 
Compuestos aromáticos, colorantes, 
ácidos orgánicos y aceites esenciales. 

 
Biorremediación y 
biodegradación de 
compuestos tóxicos. 

 
Residuales cafeínados, pesticidas, 
difenilos policlorados. 

 
Medio ambiente 

 
Desintoxicación biológica 
de residuales 
agroindustriales 

 
Pulpa de café,  cáscaras de yuca y de café.

 
Producción de enzimas 

 
Amilasas, aminoglucosidasas, celulasas, 
proteasas, pectinasas, xilanasas, 
glucoamilasas. 

 
Productos bioactivos 
 
 
Producción de ácidos 
orgánicos 
 

 
Micotoxinas, giberelinas, alcaloides, 
antibióticos, hormonas. 
 
Ácidos cítrico, fumárico, itaicónico y 
láctico. 

Biocombustibles 
 

Producción de etanol. 

 
Industrial 

Otros Pigmentos, biosurfactantes, vitaminas, 
Xantano. 
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Tabla 3. Ventajas y desventajas de la fermentación en estado sólido (FES) comparada 

con fermentación sumergida (FS).  
Ventajas 

La baja disponibilidad de agua reduce la posibilidad de contaminación por bacterias y levaduras. 
Esto permite trabajar, en muchos casos, en condiciones de asepsia.  
 
Tiene condiciones medioambientales similares al hábitat natural de los hongos, los cuales 
constituyen el grupo principal de microorganismos usados en FES. 
 
Altos niveles de aireación, especialmente para aquellos procesos que demanden un intenso 
metabolismo oxidativo. 
 
La inoculación con esporas facilita dispersión uniforme y directa en el sustrato. 
 
Los medios de cultivo son mucho más simples. El sustrato, por lo general suministra todos los 
nutrientes necesarios para el crecimiento microbiano. 
 
Bajos requerimientos energéticos (en muchos casos el autoclaveado o tratamiento al vapor, la 
agitación mecánica y la aireación no son necesarios). 
 
Volúmenes pequeños de efluentes contaminantes. Cantidades mínimas de solventes son 
necesarios para los productos de extracción, dada la alta concentración de productos. 
 
La baja disponibilidad de agua favorece la producción de productos específicos, estos pueden ser 
poco o no producidos por FS. 
 
En muchos casos los productos obtenidos tienen propiedades ligeramente diferentes (más 
termotolerancia) cuando son producidos por FES  con respecto a FS. 
 
Debido a la concentración natural del sustrato, son usados reactores pequeños en FES con 
respecto a FS para degradar la misma cantidad de sustrato. 

Desventajas 
Pocos microorganismos se pueden usar en FES, dado el bajo contenido de agua. 
 
Los sustratos requieren de pretratamiento (reducción de tamaño por molienda, corte, 
homogenización, hidrólisis física, química o enzimática, tratamiento con vapor, cocción, etc.).  
 
La naturaleza sólida del sustrato puede causar problemas en el control de los parámetros de 
proceso (pH, temperatura, contenido de agua, concentración de sustrato, biomasa y oxígeno, 
etc.). 
 
La agitación del sustrato puede ser difícil, por lo que se prefieren las condiciones estáticas. 
 
Puede ser difícil remover el calor metabólico que se genera durante el crecimiento microbiano. 
 
Los extractos obtenidos son, por lo general, de naturaleza viscosa. 
 
Los tiempos de cultivo en FES son más largos que en FS. 
Fuente: Pérez- Guerra y col., 2003 
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Tabla 4. Composición química (%) de algunos subproductos empleados en la 

producción de setas comestibles y/o enzimas ligninolíticas, por FES. 

Subproducto Lignina Celulosa Hemicelulosa 

Bagazo de caña 11-14 33-38 22-34 

Pulpa de café 12,2-17,5 17,7-18,0 0,98-2,00 

Cáscara de  cacao 10,8 12,4 ND 

Cáscara de  coco 34 ND ND 

Aserrín 22-27 44-56 11-30 

Paja de trigo 14-15 30-43 36-50 

 Fuentes: Hunsigi, 1989; Ramos, 1999; Rodríguez Couto y Sanromán, 2005; Howard y col., 
2003. 
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Tabla 5.  Producción de café en los diez primeros países exportadores. 

 (en miles de sacos). 

Año comienzo 

de cosecha 

 

2004 

 

2005 

 

2006 

 

2007 

% Variación entre 

2006 y 2007 

Brasil 39 272 32 944 
 

42 512 33 740 -20,63 

Vietnam 14 174 13 595 
 

18 455 17 500 -5,17 

Colombia 12 033 12 329 
 

12 163 12 400 1,95 

Indonesia 7 536 8 659 6 650 7 000 5,25 

Etiopía 4 568 4 003 
 

4 636 5 733 23.67 

India 4 599 4 396 5 079 4 850 -4,51 

México 3 867 4 225 4 200 4 500 7,13 

Guatemala  3 703 
 

3 676 3 950 4 000 1,26 

Honduras 2 575 
 

3 204 3 461 3 833 10,75 

Uganda 2 593 
 

2 159 2 600 2 750 5,76 

Fuente: Organización Internacional del Café (OIC, 2008).  
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Tabla 6. Composición química de la pulpa de café y la cáscara de café (% base seca).  

 Pulpa de café Cáscara de café 

Carbohidratos 44-50 26-58 

Proteínas 10-12 7-9 

Fibra 18-21 26-32 

Grasas 2,5 1,5 

Cafeína 0,68-0,75 1,2-1,3 

Taninos 1,80-8,56 4,5-9,3 

Polifenoles 0,7-1,0 ND 

Pectina 3,7 6,5-12,4 

Fuentes: Bressani, 1979; Elías, 1979;  Porres y col., 1993;  Serrat, 1998; Pandey y col., 

1998, 2000; Brand y col., 2000.  

 

 

Tabla 7. Compuestos fenólicos presentes en la pulpa de café fresca y fermentada (3 días), 

análisis por HPLC.a

Compuesto Fresca 3 días fermentada 

Flavonoides 3-ol (taninos condensados) 

Monómeros 2,0 ±0,6 0,6 ± 0,07 

Proantocianidinas 20,1 ±0,7 15,0 ± 0,4 

Ácidos hidroxicinámicos (taninos hidrolizables) 

Ácidos cafeoléicos 11,8 ±0,01 12,8 ± 0,3 

Ácidos cafeoilquinéicos (iso) 2,4 ± 0,8 3,1 ± 0 

Acido p-coumaroilquinéicos 0,6 ± 0 0,08 ± 0 

Flavonoides 0,6 ± 0,02 0,5 ± 0,05 

Antocianidinas 0,4 ± 0,22 0,5 ± 0,2 

Total g/kg 37,9 ±1,0 32,6 ± 1,2 

Fuente: Ramírez-Coronel y col., 2004. 
a Las cantidades se reportan en g/kg de materia seca, con la desviación estándar (n=3) 
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 Figura 2. Estructura morfológica del Pleurotus spp. 

 

Tabla 8. Algunos ejemplos de sustratos en la producción  de setas comestibles Pleurotus 

ostreatus y su eficiencia biológica.  

 

Sustratos 

Eficiencia 

biológica (%) 

 

Referencia 

Pulpa de café   168,5 (Bermúdez y col., 1994) 

Pulpa de café 175,8 (Martínez-Carrera y col., 2000) 

Paja de arroz 84,6 (Pani y Mohanty, 1998) 

Cascarilla de arroz 56,1 (Hashimoto y Takahashi, 1974) 

Bagazo de caña de azúcar 14,1 (Martínez-Carrera, 1989) 

Cáscara de coco 88,6 (González y col., 1993) 

Pulpa de café: paja de cebada 99,7 (Martínez-Carrera y col., 2000) 

Pulpa de café: bagazo caña de azúcar 96,9 (Martínez-Carrera y col., 2000) 

Pulpa de café: fibra de coco 89,4 (Martínez-Carrera y col., 2000) 

Pulpa de café: tusa de maíz 74,7 (Villa Cruz y col., 1999) 

Aserrín de pino (con salvado de arroz) 44,8 (Hashimoto y Takahashi, 1974)
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Tabla 9. Análisis del valor fertilizante del sustrato remanente obtenido luego de la 

producción de setas comestibles Pleurotus spp. (en %). 

 Nitrógeno Fósforo (P2O5) Potasio (K2O) 

Sustrato remanente de Pleurotus spp. 1,70 0,61 1,13 

Estiércol y orina humana 0,30 0,16 0,30 

Estiércol de cerdo 0,60 0,60 0,50 

Estiércol de bovino 0,59 0,28 0,14 

Fuente: Rinker y col., 2005 
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Tabla 10. Valor nutricional de diferentes setas comestibles y alimentos (% peso fresco). 

 

Setas y alimentos 

Proteínas       Carbohidratos Grasas Calcio Tiamina

(vitamina B1) 

Riboflavina 

(vitamina B2) 

Hierro Niacina

 

Pleurotus spp. 2,9 

(26-35)* 

5,66       1,79 3,14 0,20 0,22 3,40 7,72

Volvariella 3,8 

(25-29)* 

6,00       

       

       

       

         

         

         

         

         

         

0,60 3,00 0,10 0,17 1,7 8,30

Agaricus 3,5 

(24-34)* 

11,4 0,40 2,40 0,10 ND trazas 5,85

Lentinus 7,5 

(13-17)* 

6,50 0,93 3,00 ND ND 1,90 7,60

Auricularia 4,8 

(4-8)* 

7,16 0,50 3,15 0,08 0,19 3,60 4,00

Papa 2,0 9,10 0 11 0,10 0,04 0,70 0,04

Leche 3,5 4,90 3,9 118 0,04 0,17 0,10 0,17

Pescado 14-20 2-3 1-2 15 60 1,20 1,50 1,20

Huevo 13 2,0 13,3 68 18 0,27 1-15 0,27

Carne 21 - 3,6 8,3 0,10 0,29 2,52 29,00

Zanahoria 1,2 9,3 0,3 39 0,06 0,06 0,8 0,06

Compilado de varias fuentes. *Números entre paréntesis indican peso seco. Fuente: Quimio, 2005.  
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Tabla 11. Diseño experimental empleado en la producción de setas comestibles y 

enzimas lacasas.   

Diseño experimental para la producción de setas comestibles 

Variables Niveles 

Cepa 

 

Sustrato lignocelulósico natural 

Pleurotus ostreatus (seis) y Pleurotus sajor-caju (una)  

 

Pulpa de café (Coffea arabica, C. canephora), cáscaras 

de cacao y coco, viruta de cedro. 

 
Formulaciones de los sustratos 

 

Puros y mezclados 

 

Tamaño de partícula del sustrato Fracciones entre 1,25 y 4 mm y mayor 4 mm 

 

Tamaño del biorreactor  

 

2 kg y 4 kg 

Diseño experimental para la producción de enzimas lacasas  

Variables Niveles 

Cepa 

 

Tamaño del biorreactor 

 

Etapa de fermentación  

Pleurotus ostreatus (tres) y Pleurotus sajor-caju (una)  

 

Pequeño, medio y de 0,75 kg.  

 

Fructificación y colonización 

 

 

 

 



Capítulo 2. Materiales y métodos 
 
 

Sustrato lignocelulósico seco 

 

Figura 3. Metodología de trabajo de la producción de setas Pleurotus spp.   Figura 3. Metodología de trabajo de la producción de setas Pleurotus spp.   

Cepas de Pleurotus spp. 

Inoculación en granos de trigo 

Desarrollo del micelio en trigo 

Puro y/o formulación 

Tratamiento del sustrato 
Molida, corte, inmersión en agua. 

Pasteurización del sustrato 
Humedad 

Inoculación del micelio 
10% peso/peso (base húmeda) 

Envase en bolsas de polietileno 
Cantidad  de sustrato en las bolsas 

Colonización 
Temperatura, luz, humedad, tiempo, 

observaciones del crecimiento. 

Fructificación 
Temperatura, luz, humedad, CO2, 

riegos,  tiempo, precocidad, 
observaciones de las fructificaciones. 

Setas comestibles 
Producción,  rendimiento, eficiencia 

biológica,  tasa de producción, 
características de las setas. 

Sustrato remanente 
Actividad  enzimática, 

producción, bioconversión. 
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        Tabla 12. Formulaciones binarias de los sustratos.  

Formulaciones (% base húmeda)  

Sustratos 1               2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Pulpa de café                100 - - - 75 50 25 50 50 - - - - -

Cáscara de cacao                

                

               

                

- 100 - - - - - 50 - - - 50 50 -

Cáscara de coco - - 100 - 25 50 75 - - 75 - 50 - 50

Viruta de cedro - - - 100 - - - - 50 - 75 - 50 50

Trigo - - - - - - - - - 25 25 - - -

          Las formulaciones 10 y 11 se consideran suplementaciones del sustrato. 
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Sustrato (S2) Agua CO2  

Inóculo (S1, X1) 
Fermentación 

sólida Biomasa (X2) 

     O2 

Sustrato remanente (S3) Agua residual 

 

Figura 4. Elementos de entrada y salida para el balance de masa durante la producción 

de setas comestibles. 
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 Termómetro  

Aire húmedo 

Figura 7. Columna de 0,7

 

Tabla 13. Parámetros de diseño y trabajo de las c
fermentación. 

 

Parámetros de diseño y de trabajo pequeñ

Diámetro (cm) 2,5 

Altura (cm) 20 

Altura de trabajo (cm) 12,5 

Volumen total (mL) 95 

Volumen de trabajo (mL) 65 

Volumen por cálculo (mL)  61,3 

Carga (g de pulpa de café húmeda) 30 

Humedad de la pulpa de café  (%) 65 

Carga (g de pulpa de café seca) 10,5 

Relación altura L / diámetro D 5 

Flujo de aire (mL min-1)  21 

Flujo aire por g secos (mL min-1g-1 seco)  2 

Flujo de aire (mL  h-1 columna-1)  1 260

(v v m) o renovaciones del aire   19 

Densidad aparente (g mL-1) 0,5 

v v m: volumen de aire por volumen de sustrato 
Salida de aire
 

5 kg. 

olumnas a diferentes escalas de 

Escala de fermentación 

a media de 0,75kg 

4 10 

30 20 

20 16 

350 1 600 

250 1 256 

251,2 1 256 

150 750 

70 70 

45 225 

5 1,6 

90 450 

2 2 

 5 400 27 000 

22 21 

0,6 0,6 
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FES en columnas 
Determinación de 

 humedad y peso seco 

Pulpa fermentada húmeda 
Cálculo de la  Pesaje, observaciones del crecimiento 

pérdida de peso  

10% de muestra 
Determinación de cafeína 

Homogenización 
Determinación de  10% de muestra 
biomasa micelial 

40% de muestra 
Determinación del pH 

 

Figura 8. Tratamiento realizado a las muestras de pulpa de café fermentadas. 

 

 

Congelación -20°C 

Extracción en hielo 
con agua 4°C 

Determinación de  40% de muestra 
actividad lacasa 

Determinación de  
proteínas solubles 

Determinación de  
carbohidratos  totales solubles Liofilización 48 horas 

Molido y tamizado 

Determinación de 
fenoles totales 

Determinación de  
azúcares reductores 

Determinación de 
taninos condensados 

Determinación de  
actividad enzimática degradadora 

de procianidina  B2 
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Figura 9. Colonización del micelio de Pleurotus ostreatus (Florida), 

cepa CCEBI 3024, en semillas de trigo, luego de 15 días de 

sembrados.  
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Tabla 14. Producción de setas comestibles de Pleurotus ostreatus (Florida), cepa 

CCEBI 3024, con los subproductos del café y dos tamaños de biorreactor. 

Capacidad 
(kg) 

Producción 
promedio por 
bolsa   (kg) 

Eficiencia 
biológica 

 (%) 

Rendimiento 
(%) 

Precocidad 
(días) 

Pulpa de café     

0,514±0,106 85,6±17,8 25,7±1,2 25 2 

4 1,286±0,307 107,1±25,9 32,1±7,6 30 

Aflecho     

0,242±0,018 40,3±3,0 12,1±0,9 30 2 

4 0,343±0,032 28,5±2,6 8,6±0,8 40 
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 a) 

 b) 

Figura 10. Primordios (a) y setas comestibles (b) de Pleurotus ostreatus 

(Florida), cepa CCEBI 3024,  sobre pulpa de café. 
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Tabla 15. Producción de setas comestibles de Pleurotus ostreatus (Florida), cepa CCEBI 3024, 

en diversos experimentos (E) de la planta de investigación-producción del CEBI. 

 

 

E 

Pulpa 

fresca 

(kg) 

No. de 

bolsas 

inoculadas 

Producción 

de setas 

frescas 

(kg) 

Producción 

promedio 

por bolsa 

(kg) 

Eficiencia 

biológica 

(%) 

Rendimiento 

(%) 

Precocidad 

(días) 

1 16 4 3,912 0,978 81,5 24,4 35-40

2 16 4 6,373 1,593 132,8 39,8 25

3 96 24 32,848 1,367 170,8 34,2 27

4 148 37 39,602 1,070 133,8 26,8 30

5 128 32 26,299 0,822 82,2 20,5 35

6 136 34 24,099 0,709 70,9 17,7 36

Total 540 135 133,133 1,090* 112,0* 27,2* 31,7*

*valores promedios 

 

Tabla 16. Producción de setas comestibles de Pleurotus ostreatus (Florida), cepa CCEBI 3024, 

en diversos experimentos (E) de una planta rural.  

 

 

E 

Pulpa 

fresca 

(kg) 

No. de 

bolsas 

inoculadas 

Producción 

de setas 

frescas 

(kg) 

Producción 

promedio 

por bolsa 

(kg) 

Eficiencia 

biológica 

(%) 

Rendimiento 

(%) 

Precocidad 

(días) 

1 72 18 36,936 2,052 205,2 51,3 20

2 72 18 34,872 1,937 193,7 48,4 15

3 72 18 25,010 1,389 138,9 34,7 20

4 124 31 29,104 0,939 93,9 23,5 30

5 132 33 30,500 0,924 57,7 23,1 27

6 252 63 50,000 0,794 49,6 19,8 18

7 528 132 106,000 0,803 66,9 20,1 27

Total 1 252 313 586,922 1,263* 115,1* 31,5* 22,5*

*valores promedios 
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Figura 11. Producción de setas en la 

planta de investigación-producción.      

Figura 12. Producción de setas en la  

planta rural. 

 

 

 

Tabla 17. Temperatura y humedad relativa durante la producción de setas en la planta de 

investigación-producción. 

Etapa de cultivo Colonización Fructificación 

Hora 7:00am 12:00m 5:00pm 7:00am 12:00m 5:00pm 

Temperatura (°C) 24,1±0,1 25,8±0,1 24,9±0,1 21,1±0,1 19,8±0,1 19,8±0,1

Humedad relativa(%) 95 95 95 85,7±0,1 95,8±0,2 93,1±0,2

 

 

 

Tabla 18. Temperatura y humedad relativa durante la producción de setas en la planta rural.  

Hora  

Parámetro 7:00am 12:00m 5:00pm 

Temperatura (°C) 21,8±0,6 22,4±0,5 22,7±0,4 

Humedad relativa (%) 100±0,15 92,0±2,73 96,7±3,02 
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Tabla 19. Producción de setas comestibles frescas de Pleurotus ostreatus (Florida), cepa 

CCEBI 3024, sobre pulpa de café Coffea arabica y C. canephora en la planta 

rural.  

Variedad de 
pulpa de café 

Eficiencia 
biológica 

(%) 

Rendimiento 
(%) 

Producción 
promedio por bolsa  

(kg) 

Precocidad 

(días) 

C. arabica 138,9 34,8 1,4 20 

C. canephora 67,1 20,1 0,8 27 

Coeficiente de variación menor del 20%. 

 

Tabla 20. Condiciones establecidas para la producción de setas comestibles Pleurotus 

en la planta de investigación-producción. 

Cepa Pleurotus ostreatus (Florida) cepa CCEBI 3024 

Sustrato Pulpa de café  

Capacidad del biorreactor 4 kg de sustrato húmedo 

Humedad del sustrato de siembra 70-75 % 

Inoculación Micelio crecido en trigo, 10% masa/masa  

 

Fase colonización Temperatura: 25±1°C 

Humedad relativa del ambiente: <95%  

Concentración CO2: aire normal, 20-25% 

Luminosidad: Penumbra 

Fase fructificación

 

Temperatura: 21±1°C 

Humedad relativa del ambiente: >95%  

Riegos: 3-4 veces/día (en piso y paredes) 

Concentración CO2: <0,6%, ventilación forzada 

Luminosidad: 150-200 lux (suficiente para leer) 
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Tabla 21. Tiempos (días) para la formación de los primordios a partir de la 

inoculación cepas de Pleurotus spp. sobre pulpa de café Coffea arabica. 

 Cosechas 

Cepas 1era. 2da. 3era. 4ta. 

CCEBI 3021 21±1,0 32±1,3 55±3,0  

CCEBI 3022 25±1,7 48±0,7   

CCEBI 3023 24±1,0 29±1,3 35±1,0 50±2,3 

CCEBI 3024 18±1,7 23±3,5 31±1,4 44±1,0 

CCEBI 3025 23±2,5 28±2,0 50±1,0  

CCEBI 3027 21±1,7 31±0,9 44±1,0  
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    Figura 13. Distribución porcentual de las cosechas obtenidas por las cepas de 

Pleurotus spp. sobre pulpa de café Coffea arabica. 
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Tabla 22. Eficiencia biológica, tasa de producción y diámetro de los cuerpos fructíferos. 

Cepas 
CCEBI 

Eficiencia 
biológica 

(%) 

Días de 
producción

Tasa de 
producción 

(%) 

Diámetro de los cuerpos 
fructíferos 

(cm)* 
 3021 204,36± 33,9d 60 3,41± 0,0cd 9,26± 1,51bc

 3022 33,17± 16,0a 54 0,62± 0,31a 6,90± 2,50ab

 3023 148,22±  25,0c 55 2,70± 0,49bc 9,33± 1,15bc

 3024 195,38±  11,7cd 45 4,35±0,32de 8,50± 0,50abc

 3025 95,33±  29,9b 51 1,87± 0,61b 6,17± 1,15a

 3027 225,23±  42,9d 50 4,50± 0,81e 10,17± 0,76c

*Se reflejan los valores promedios de tres réplicas ± la desviación estándar. Letras iguales para un 

mismo parámetro, refiere no existencia de diferencias estadísticas significativas entre las medias  de 

las cepas (Prueba de Duncan,  p < 0,05). 

 

 

 

Tabla 23. Características de los cuerpos fructíferos obtenidos con las cepas cultivadas 

sobre pulpa de café. 

Cepas Color Textura Proteína bruta 
(% base seca) 

Ácidos nucleicos  
(% base seca) 

CCEBI 3021 café claro carnosa 30,00 2,39 

CCEBI 3022 amarillo corácea 26,43 ND 

CCEBI 3023 blanco carnosa 27,28 2,20 

CCEBI 3024 blanco carnosa 27,45 5,90 

CCEBI 3025 blanco carnosa 22,29 ND 

CCEBI 3027 café oscuro carnosa 38,00 2,34 

  ND: no determinado.   Coeficiente de variación menor del 5%.            

 
 



  Capítulo 3. Resultados y discusión 
 
 

         
Pleurotus ostreatus (Jacq.) P. Kumm. CCEBI 3021     Pleurotus ostreatus CCEBI 3022 
 

          
Pleurotus ostreatus CCEBI 3023                                   Pleurotus ostreatus CCEBI 3025 
 

 
                                        Pleurotus sajor-caju (Fr.) Singer CCEBI 3027 

                         
Figura 14. Setas comestibles de las cepas cultivadas sobre pulpa de café. 
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Tabla 24. Actividades enzimáticas  lacasa, manganeso peroxidasa y versátil peroxidasa de las 

cepas de Pleurotus spp.  luego de 60 días de cultivo sobre pulpa de café. 

Actividad enzimática (102)   Ug -1 sustrato seco   
 

Cepas Lacasa Manganeso peroxidasa Versátil peroxidasa 

CCEBI 3021 7,27±0,11a 2,86±0,31b 4,77±0,08a

CCEBI 3022 9,60±0,25c 3,58±0,31b 8,65±0,08e

CCEBI 3023 13,97±0,41d 5,89±0,31c 8,68±0,08e

CCEBI 3024 7,47±0,04a 2,5±0,31a 5,60±0,08c

CCEBI 3025 7,57±0,04a 3,64±0,31b 5,10±0,08b

CCEBI 3027 8,43±0,01b 6,75±0,31c 6,58±0,08d

Se reflejan los valores promedios de tres réplicas ± la desviación estándar. Letras iguales para una  

misma actividad enzimática, refiere no existencia de diferencias estadísticas significativas entre las 

medias de las cepas (Prueba de Duncan,  p < 0,05). 
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Tabla 25. Caracterización química de los subproductos y el trigo para la producción de setas 

comestibles. 

Parámetro 

 (peso seco) 

Pulpa de 

café 

 

Aflecho 

Cáscara 

de 

cacao 

Cáscara 

de 

coco 

Viruta 

de cedro 

Granos 

de 

trigo 

pH 7-8 ND ND ND 7,6 ND 

Humedad (%) 7-13 14 11 9 8 3 

Materia seca (%) 87-93 86 89 91 92 97 

Cenizas (%) 7-13 8 8-9 3 1 2 

Nitrógeno (%) 1,6-2,9 2 1 0,5 0,1-0,3 2 

Proteína bruta (%) 10-18 14 7-18 3 0,7-1,9 14 

Fibra (%) 13-23 18 16-30 ND 56 ND 

Grasa (%) 2-8 4 2-10 1 1 4 

Carbono (%) 50-54 53 53 56 57 57 

C/N 18-31 26 18-53 112 570 28 

Fenoles totales (%) 1,34 ND 0,055 0,022 0,017 ND 

Taninos (%) 0,38 ND 0,005 ND ND ND 

Recopilado de diferentes fuentes: Traba y col., 1994; Ramos, 1999 y datos de la autora. 

Determinación de proteína bruta, a partir de la determinación de nitrógeno total por el método de 

Kjeldahl, (nitrógeno x 6,25). 

C/N: relación carbono/nitrógeno, se calcula por C %= 0,58 x materia orgánica.  

 La materia orgánica se calcula por la diferencia entre la materia seca  y las cenizas (Sánchez y Royse, 

2002).  

ND: no determinado. 
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Figura 15. Primera cosecha de setas comestibles de Pleurotus ostreatus (Florida), cepa 

CCEBI 3024, sobre cáscaras de coco (a) y cacao (b). 

 
 

 

Tabla 26. Resultados obtenidos del cultivo de Pleurotus ostreatus (Florida), cepa CCEBI 

3024, sobre diferentes subproductos agrícolas.  

 Pulpa de café Cáscara de cacao Cáscara de coco 

Total de sustrato seco (g) 500 540 300 

Total de setas frescas (g) 842,5 456,2 270,0 

Precocidad (días) 24±2 16±1 12±1 

Eficiencia biológica (%) 168,5±11,7 84,5±12,0 90,0±15,6 

Rendimiento (%) 42,0±1,0 22,8±3,6 13,5±5,1 

 

 

 

a b 
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Figura 16. Eficiencia biológica (■) y rendimiento (□) de la producción de setas 

comestibles con diferentes tamaños de partícula de la cáscara de cacao. 
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Tabla 27. Bioconversión (en %) de los sustratos estudiados y su comparación con 

resultados de Martínez-Carrera y col, 2000*. 

 
Sustratos 

 
Setas 

 
Sustrato remanente 

 
CO2  y  H2O 

Pulpa de café 27,2 56,7 16,1 

Cáscara de cacao 20,6 27,9 51,5 

Cáscara de coco 12,4 70,3 17,3 

Pulpa de café * 17,0 27,0 56,0 
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Tabla 28. Resultados de la producción de setas comestibles sobre las formulaciones de sustratos. 

Formulación  
 
Parámetros                1 2 3 4 5 6 7 8* 9* 10 11 12* 13* 14*

Precocidad (días)  25 16 17 20 20 18 18  16 16 30 35 12 18 23 

Rendimiento (%)                42 23 31 21 48 31 26 18 15 21 24 11 21 11

Eficiencia biológica (%)  168 84 95 67 114 110 101 51 43 76 84 30 61 31 

Tasa de producción (%)                2,7 1,8 1,8 1,1 2,5 2,5 2,0 1,3 0,7 1,2 1,3 0,8 1,0 0,6

                                                              5. Pulpa de café: Cáscara de coco (3:1)                     10. Cáscara de coco suplementada con trigo(2:1) 

1. Pulpa de café 100%                          6. Pulpa de café: Cáscara de coco (1:1)                     11. Viruta de cedro suplementada con trigo(2:1) 

2. Cáscara de cacao100%                     7. Pulpa de café: Cáscara de coco (1:3)                     12. Cáscara de cacao: Cáscara de coco (1:1) 

3. Cáscara de coco  100%                     8. Pulpa de café: Cáscara de cacao (1:1)                   13. Cáscara de cacao: Viruta de cedro (1:1) 

4. Viruta de cedro  100%                      9. Pulpa de café: Viruta de cedro (1:1)                       14. Cáscara de coco: Viruta de cedro (1:1) 

 
*con la cepa CCEBI 3023 

Cada valor es el promedio de tres determinaciones. 

Todas las mezclas están peso/peso base húmeda.  
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Figura 17. Comportamiento de la eficiencia biológica (□), la tasa de producción (■) y la precocidad (línea) en las diferentes 

formulaciones. Cada valor graficado es el promedio de tres determinaciones. 

 1. Pulpa de café 100%, 2. Cáscara de cacao 100%, 3. Cáscara de coco  100%, 4. Viruta de cedro  100%, 5. Pulpa de café: Cáscara de coco (3:1),  6. Pulpa de 

café: Cáscara de coco (1:1), 7. Pulpa de café: Cáscara de coco (1:3), 8. Pulpa de café: Cáscara de cacao (1:1), 9. Pulpa de café: Viruta de cedro (1:1), 10. 

Cáscara de coco suplementada con trigo (2:1), 11. Viruta de cedro suplementada con trigo (2:1), 12. Cáscara de cacao: Cáscara de coco (1:1), 13. Cáscara de 

cacao: Viruta de cedro (1:1), 14. Cáscara de coco: Viruta de cedro (1:1).  
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Tabla 29. Influencia de las mezclas con pulpa de café sobre la eficiencia biológica y la 

tasa de producción (en cursiva) de las cepas. 

Pulpa de café  

 

Cepas 

al 100 % con cáscara 

de cacao 

con cáscara 

de coco 

con viruta 

de cedro 

 

Viruta de 

cedro 

CCEBI 3021 204,4± 33,9 ND ND 75,0±18,0 84,0±7,0 

 3,41± 0,6 ND ND 1,31±0,28 1,60±0,10 

CCEBI 3023 148,2± 25,0 51,3± 4,2 47,7± 0,6 42,6± 4,6 9,5± 0,4 

 1,20± 0,49 1,35± 0,11 0,92± 0,01 0,68± 0,07 0,16± 0,01 

CCEBI 3024 195,4± 11,7 ND 113,9 ± 36,5 ND 67,3± 3,9 

 4,35± 0,32 ND 2,53 ± 0,81 ND 1,07± 0,05 

CCEBI 3025 95,3± 29,9 53,5± 10,7 36,8± 0,9 31,0±0,1 16,1± 4,5 

 1,87± 0,61 0,82± 0,16 0,61± 0,02 0,56±0,00 0,26± 0,07 

CCEBI 3027 225,2± 42,9 ND ND 136,9± 3,3 68,0± 1,1 

 4,5± 0,81 ND ND 2,32± 0,11 1,12± 0,07 

La relación de mezclado fue 1:1 (base húmeda), se muestran los resultados de la viruta de 

cedro al 100 % como criterio de comparación. Se reflejan los valores promedios de tres 

réplicas ± la desviación estándar. ND: no determinado. 
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Figura 18. Influencia de las mezclas de sustratos con pulpa de café (1:1) sobre la 

eficiencia biológica (□) y la tasa de producción (■) en la producción de setas 

comestibles Pleurotus ostreatus, cepa CCEBI 3023. Se muestran los resultados 

de la viruta de cedro al 100 % como criterio de comparación. 
Cada valor graficado es el promedio de tres determinaciones y las letras indican grupos 

homogéneos de significación estadística, según prueba de Rangos Múltiples de Duncan 

(p<0,05). Letras diferentes indican diferencias estadísticas entre las medias. 

 

 

Tabla 30. Producción de enzima lacasa por Pleurotus ostreatus, cepa CCEBI 3023, 

sobre pulpa de café al 100% y mezclada luego de 60 días de cultivo.  

Sustratos Actividad lacasa (Ug-1) 

Pulpa de café 

Pulpa de café : cáscara de cacao 

Pulpa de café : cáscara de coco 

Pulpa de café : viruta de cedro 

1,745±0,013d

1,234±0,004c

0,447±0,016b

0,308±0,036a

Se reflejan los valores promedios de tres réplicas ± la desviación estándar. Letras iguales para 

la actividad lacasa, refiere no existencia de diferencias estadísticas significativas entre las 

medias de las cepas: sustratos (Prueba de Duncan,  p < 0,05). 
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Tabla 31. Producción setas Pleurotus spp. sobre mezcla pulpa de café: viruta de cedro 
(1:1).  

Cepas 
 

Sustratos Setas 
obtenidas 

(g) 

Rendimiento 
(%) 

Eficiencia 
biológica 

(%) 

Tasa de 
producción 

(%) 
Pulpa de café 881±146b 58,7±9,7c 204,4±33,9c 3,41±0,60c

Viruta de cedro 118 23,6 89,4 1,60 

CCEBI  

3021 

Pulpa: viruta 112±27 a 22,4±5,4a 75,0±18,0a 1,31±0,28a

Pulpa de café 971±105b 64,7±12,3c 225,2±42,9c 4,50±0,81d

Viruta de cedro 91 18,2 68,5 1,12 

CCEBI  

3027 

Pulpa: viruta 204±4a 40,9±1,0b 136,9±3,3b 2,32±0,11b

Pulpa de café 842±51b 42,0±3,4b 195,4±11,7c 2,70±0,49bcCCEBI  

3024 Viruta de cedro 209 20,9 67,3 1,07 

Se reflejan los valores promedios de tres réplicas ± la desviación estándar. Letras iguales para un 

mismo parámetro, refiere no existencia de diferencias estadísticas significativas entre las medias  

de las cepas: sustratos (Prueba de Duncan,  p < 0,05). 
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Tabla 32. Características de los cuerpos fructíferos obtenidos en la mezcla pulpa de café: 

viruta de cedro (1:1). 

Cepas Sustratos Color Diámetro carpofóros (cm) 

Pulpa de café Café claro 9,26±1,51 

Viruta de cedro Café claro 4,00 

CCEBI  

3021 

Pulpa: viruta Café claro 5,15±0,21 

Pulpa de café Café oscuro 10,17±0,76 

Viruta de cedro Marrón claro 4,00 

CCEBI  

3027 

Pulpa: viruta Café oscuro 5,91±0,12 

Pulpa de café Blanco 8,50±0,50 CCEBI  

3024 Viruta de cedro Blanco no determinado 

Se reflejan los valores promedios de tres réplicas ± la desviación estándar.  
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Figura 19. Cuerpos fructíferos de las cepas CCEBI 3021 y CCEBI 

3027 cultivadas sobre pulpa de café: viruta de cedro 

(1:1). 

 

                                    

                          A                                                                           B 

Figura 20. Actividad lacasa cualitativa sobre micelio de Pleurotus spp. crecido sobre 

extracto de pulpa de café con glucosa, lateral (A) y centro de la placa (B). 

 

 

Tabla 33. Evaluación cualitativa de actividad lacasa extracelular de las cepas de Pleurotus 

spp. sobre los medios de cultivo a los 10 días de incubación a 25°C.  

agar papa dextrosa extracto pulpa de café   

con glucosa 

extracto pulpa café sin 

glucosa 

 

Cepa 

centro lateral centro lateral centro lateral 

CCEBI 3021 xxx xx xx x xx xx 

CCEBI 3023 xx x xxx xxx xx xx 

CCEBI 3024 xxx xx xxx xxx - - 

CCEBI 3027 xxx xx xxx xx - - 

x  verde azul claro       xx verde azul        xxx verde azul intenso     - no cambio de coloración 
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                                                    a)              

gura 21. Fermentación sólida de la pulpa d

inoculadas (derecha), con 24 ho

micelio de Pleurotus spp, luego de

bla 34. Producción de biomasa micelial

Pleurotus spp. sobre pulpa de café

empo (días) CCEBI 3021 CCEBI 3

1 13,02±0,05 14,53±0

2 25,43±0,48 16,96±0

3 19,00±0,21 12,73±0

4 11,01±0,16 15,15±0

5 7,11±0,54 5,09±0

6 7,62±0,34 7,25±0

7 7,78±0,03 9,04±0
                                                   b) 

e café en columnas pequeñas a) recién 

ras de incubación (izquierda) b) con 

 96 horas de incubación. 

 (mg g-1 sustrato seco) de las cepas de 

 en columnas Raimbault.  

023 CCEBI 3024 CCEBI 3027 

,06 13,31±0,86 18,00±0,26 

,18 24,60±0,83 20,61±0,22 

,11 22,06±0,10 21,64±0,33 

,02 16,14±0,13 18,49±0,12 

,05 4,39±0,00 15,89±0,50 

,01 1,19±0,02 14,79±0,09 

,03 1,24±0,04 7,79±0,19 
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Figura 22. Producción de enzima 

lacasa por cepas de Pleurotus spp.

sobre pulpa de café en columnas 

Raimbault. 
 

 

 
                    3021          3023        3024             3027          3073*           MC 50*  

 

Figura 23. Zimograma de máxima producción de lacasa de las cepas de 

Pleurotus spp.  (acrilamida al 10%). Se  reveló con  2mM ABTS 

en 0,1M de amortiguador de citrato de  sodio (pH 3, 30°C). Se 

aplicó 30µL de muestras. 

 *Las cepas CCEBI 3073 y MC50 son cepas patrones. 
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                                    a)                                        

                                                            a)                                                                            b) 

Figura 24. Fermentación sólida de la pulpa de café en escala media de fermentación, (a) 

recién montadas  y (b) con micelio de Pleurotus spp. luego de 96 horas de fermentación. 
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Figura 25. Actividad enzimática lacasa de las cepas CCEBI 3023 (línea azul) 

y CCEBI 3024 (línea roja) sobre pulpa de café, a escala pequeña 

(vacío) y media (lleno) de fermentación.  
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CCEBI 3023

CCEBI 3024

Figura 26. Conjunto de fotos de la fermentación sólida de la pulpa de café con las 

cepas CCEBI 3023 y CCEBI 3024 en columna de 0,75 kg. 
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Figura 27. Disminución del contenido de los fenoles totales durante el crecimiento de 

las cepas CCEBI 3023 (línea azul) y CCEBI 3024 (línea roja), a escala 

pequeña (vacío) y media (lleno) de fermentación. 
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Figura 28. Concentración inicial y final de cafeína (mg g-1  sustrato seco) 

en la pulpa de café a escala pequeña (vacío) y media (lleno) 

de fermentación. 
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Figura 29. Cambios en la concentración de fenoles totales (áreas) de la pulpa de café y 

producción de lacasa (líneas) por Pleurotus ostreatus CCEBI 3023 (línea 

azul) y Pleurotus ostreatus (Florida) CCEBI 3024 (línea roja) en columnas 

pequeñas (vacío) y en columnas medias (lleno).   

 

 

 

Tabla 35. Máxima actividad lacasa producida por las cepas de Pleurotus spp., 

empleando columnas pequeñas de fermentación en medio sólido. 

Cepas Actividad lacasa (Ug-1 sustrato seco) Tiempo de fermentación 

CCEBI 3021 22,74±0,34 3er. día 

CCEBI 3023 25,25±1,00 4to. día 

CCEBI 3024 20,90±1,45 4to. día 

CCEBI 3027 19,60±4,22 3er. día 

CCEBI 3073* 17,16±0,11 3er. día 

MC 50* 20,10±2,05 3er. día 

*cepas patrones 
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Figura 30. pH (línea) y actividad lacasa (barras) de las 20 fracciones obtenidas en el 

isoelectroenfoque del extracto crudo de Pleurotus ostreatus CCEBI 3023, al 

cuarto día de fermentación. Se emplea ABTS como sustrato para la actividad 

lacasa. 

 

Figura 31. Zimograma de lacasa producida por Pleurotus ostreatus CCEBI 3023 

(acrilamida al 10%) de las fracciones con actividad lacasa obtenidas del 

isoelectroenfoque. Se  reveló con  2mM ABTS en 0,1M de amortiguador de 

citrato de  sodio (pH 3, 30°C). Se aplicó 25µL de muestras. 

ECE  Extracto crudo enzimático.  

F1, F2, F3, F12, F13, F14 y F15: Fracciones obtenidas en el isoelectroenfoque.
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Figura 32. Actividad enzimática 

los extractos crudos de las cepas 

de Pleurotus spp. sobre la 

procianidina B2. 
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Figura 33. Transformación de la 

procianidina B2 por los extractos 

crudos enzimáticos de las cepas 

de Pleurotus spp. luego de tres 

días de fermentación. 
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Figura 34. Cromatograma de procianidina B2 comercial (a). Acción  del extracto crudo 

enzimático de Pleurotus ostreatus CCEBI 3023 sobre la procianidina B2 

luego de 48 horas de fermentación (b). 
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Tabla 36. Costos de inversión de una planta productora de setas de 60 ton año-1. 
 CUP CUC Total %

Construcción y montaje 456 000 24 000 480 000 89

Equipamiento tecnológico 14 800 26 400 41 200 8

Otros gastos 14 000 5 000 19 000 3

Total 484 800 55 400 540 200 100

 

 

 

 

Tabla 37.Costos de los equipos para la inversión de una planta productora de setas de  
60 ton año-1. 

                              Precio  
Equipos 

 
Cantidad CUP CUC

Refrigerador 1 - 400,00
Autoclave 1 - 3 948,00
Estufa 1 - 167,25
Incubadora 1 - 474,65
Báscula 1 315,50 -
Balanza analítica 1 - 263,50
Selladora de nylons 1 - 325,67
Extractor de aire 1 500,00 -
Conductor de banda alimentador 1 750,00 -
Carreta adaptada 1 11 000,00 -
Microscopio 1 - 465,85
Aire acondicionado 1 - 400,00
Baño de María 1 - 53,45
pH 1  188,35
Estantes metálicos  2271,20 -
Lámpara ultravioleta 1 - 13,75
Mufla 1  160,25
Cámara fría y de conservación 1  4 585,60
Transporte  1  15 000,00

Subtotal  14 836,70 26 449,32
Total    41 286,02 
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   Tabla 38. Costos de producción total de una planta productora de setas de 60 ton año-1. 
Concepto Cantidad Precio Importe 
A) Materias primas    
Pulpa de café húmeda (75 %) (ton) 160,6 22,0 3 533,20
Semillas de trigo (ton) 14,0 413,0 5 782,00
Inóculo (1era. generación) (kg) 58,0 70,0 4 060,00

Subtotal  13 375,20
B) Materiales auxiliares  
Bolsas de polietileno (unidad) 40 000,0 0,09 3 600,00
Papel aluminio (rollo) 100,0 21,70 2 170,00
Frascos omnia (750 mL) 8 000,0 0,20 1 600,00

Subtotal  7 370,00
C) Combustible  
Gas oíl (ton) 5,0 273,43 1 367,15

Subtotal  1 367,15
D) Servicios   
Electricidad (kW h-1) 30 720,0 0,06 1 843,20
Agua (m3) 750,0 0,10 75,00

Subtotal  1 918,20
E) Otros costos  
Salarios directos  38 489,00
Seguridad social y prestaciones (25% del salario)  9 622,25
Depreciación (8% del costo de inversión)  43 216,00
Comercialización (15 % del precio)  900,00

Subtotal  92 227,25
Total       116 257,80 

 

 

Tabla 39. Gastos en salarios del personal de la planta de setas. 
1 jefe de planta (dirección técnica y administrativa) 
1 jefe de turno (técnico medio) 
1 administrador (técnico medio) 
1 obrero para mantenimiento (calificado) 
1 económico (técnico medio) 
1 técnico de laboratorio (técnico medio) 
7 obreros calificados 

Categoría Cantidad Salario/año Total 
Director técnico administrativo 1 4 829 4 829
Técnico medio 4 3 465 13 860
Obrero calificado 8 2 475 19 800

Total 13             38 489
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Tabla 40. Costos unitarios de producción. 

Concepto Importe (CUP) % 

A) Materias primas 222,92 12 

B) Materiales auxiliares 122,83 6 

C) Combustible 22,79 1 

D) Servicios 31,97 2 

E) Otros costos 1 537,12 79 

Total 1 937,63 100 

Concepto Importe (CUC) % 

Bolsas de polietileno 60,00 34 

Papel aluminio 36,17 21 

Frascos omnia 26,67 15 

Combustible 22,79 13 

Electricidad 30,72 17 

Total 176,35 100 

 

Tabla 41.  Indicadores de eficiencia económica  (en pesos).  

Concepto Capacidad: 60 ton de setas frescas

Costo de la inversión inicial 540 200 

Costo de operación anual 

Precio de venta unitario 

Ventas anuales 

116 258 

6 000 

360 000 

Utilidades brutas anuales (ganancia) 

Impuesto (25% sobre ganancia) 

243 742 

60 935 

Utilidades netas anuales 182 807 

Rentabilidad (%) 

Flujo acumulado (año 7) 

Valor actualizado neto (12%) 

Tasa interna de retorno 

45% 

1 293 857 

230 526 

16,2% 

Período de recuperación 4to. año 
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Tabla 42. Flujo económico neto durante siete años de una planta productora de 60 ton año-1 de setas frescas (en pesos)  
Concepto Año 0 Año 1 Año 2 Año 3 Año 4 Año 5 Año 6 Año 7

Capacidad de producción 0 ton 50 ton 54 ton 58 ton 60 ton 60 ton 60 ton 60 ton

Inversiones              SUBTOTAL 540 200 0 0 0 0 0 0 0

Costos de operación 

Materias primas 0 11 146 12 038 12 929 13 375 13 375 13 375 13 375

Materiales auxiliares 0 6 141 6 633 7 124 7 370 7 370 7 370 7 370

Combustible 0 1 139 1 231 1 322 1 367 1 367 1 367 1 367

Servicios 0 1 598 1 726 1 854 1 918 1 918 1 918 1 918

Otros costos 0 92 227 92 227 92 227 92 227 92 227 92 227 92 227

SUBTOTAL -540 200 112 251 113 855 115 456 116 257 116 257 116 257 116 257

Ingresos 

Ventas  0 300 000 324 000 348 000 360 000 360 000 360 000 360 000

SUBTOTAL 0 300 000 324 000 348 000 360 000 360 000 360 000 360 000

Resultados 

Utilidades brutas (ganancia) -540 200 187 749 210 145 232 544 243 743 243 743 243 743 243 743

Impuestos (25% sobre ganancia) 0 46 937 52 536 58 136 60 936 60 936 60 936 60 936

Utilidades netas -540 200 140 812 157 609 174 408 182 807 182 807 182 807 182 807

Flujo acumulado neto -540 200 -399 388 -241 779 -67 371 115 436 928 243  1 111 050 1 293 857

Flujo actualizado neto (12%) -540 200 125 725 125 645 124 140 116 177 103 730 92 616 82 693

Flujo actualizado neto (12%) 230 526

Tasa interna de retorno 16,2%


