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Se estudia la decoloracion de los residuos liquidos de destileria (vinaza)

y del cultivo de setas comestibles (extracto liquido de pulpa de café), mediante
el cultivo sumergido del hongo Pleurotus spp., asi como la produccién de la
enzima lacasa por este hongo durante el proceso, empleando estos residuos
coloreados. Se muestra un efecto inhibitorio de ambos residuos cuando no se
hacen diluciones. En el cultivo sumergido se observé una buena produccién
de biomasa (14,8 g/l para vinaza y 5,4 g/l para extracto liquido de pulpa de café)
y excrecion de enzima a los 10 dias de fermentacion (14,1 U/ml para vinaza y
3,0 U/ml para extracto liquido de pulpa de café), siendo significativamente
superiores en los medios con vinaza. Se evidencio que el tratamiento con este
hongo reduce la demanda quimica de oxigeno y el color de los residuos
estudiados, contribuyendo al tratamiento biolégico de los mismos.

Pleurotus ostreatus, Vinaza, Extracto liquido de pulpa de café,
Cultivo sumergido, Lacasa

Treatment of coloured industrial effluents with
Pleurotus spp.

The decolouration of fermentation residues (vinasse) and liquid extract of coffee
pulp by the mushroom Pleurotus ostreatus was studied in addition to laccase
activity. The fungus was inhibited in both residues when they remained
undiluted. In submerged cultivation on wastewaters a good production of
biomass (14.8 g/I for vinasse and 5.4 g/I for extract of coffee pulp) and also
laccase activity (14.1 U/ml for vinasse and 3.0 U/ml for extract of coffee pulp)
up to the 10 days of fermentation was observed, being significantly greater in
the culture with vinasse. It was shown that treatment with this mushroom
reduces both the chemical oxygen demand and the colour, contributing to their
biological treatment.

Pleurotus ostreatus, Vinasse, Water extract from coffee pulp,
Submerged culture, Laccase

presencia de compuestos téxicos y grupos cromoéforos o
polimeros de alto peso molecular como la lignina. Durante
el tratamiento de un residuo coloreado se debe prestar

biente provocan diferente impacto sobre éste en funcién de
su naturaleza. En este sentido, podemos hablar de sélidos
en suspension, carga idnica, toxicidad y color. El color,
pocas veces considerado una forma de contaminacién a
pesar de los dafios que provoca, puede estar asociado a la
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atencion a la reduccion o eliminacion del color, contribu-
yendo de esta forma a reducir el impacto sobre los ecosis-
temas donde son vertidos.

A partir de la década del 80 se propuso el empleo
de hongos de pudricién blanca, como alternativa para rea-
lizar la decoloracién de efluentes [1] y para la degradacién
de compuestos xenobidticos y recalcitrantes [2,3]. La
aceptacion creciente de estos organismos en procesos de
tratamiento y/o biorremediacion se debe a que los hongos
de pudricién blanca poseen un sistema enzimatico extrace-
lular de cardcter no especifico, capaz de romper una gran
cantidad de enlaces diferentes y, por lo tanto, de degradar
una gran variedad de compuestos organicos. Phanerocha-
ete chrysosporium, Trametes versicolor 'y Pleurotus spp.
son los hongos que se han identificado con mayores
potencialidades para ser empleados con estos fines.

Dentro de las enzimas constituyentes del complejo
multienzimatico ligninolitico de Pleurotus spp. se encuen-
tra la lacasa (p-difenol:dioxigeno:oxido-reductasa, EC
1.10.3.2), la cual participa en la degradacién de la lignina
y compuestos similares en ausencia de lignina peroxidasa



y manganeso peroxidasa [4]. Esta enzima ha sido em-
pleada de forma inmovilizada para remover compuestos
xenobioticos de residuos acuosos [5,6], la detoxificacion
de compuestos fendlicos en vinos [7] y en la obtencién de
hidrolizados de lignocelulosa antes de ser usados para la
fermentacion alcohdlica por S. cerevisiae [8], encontran-
dose la participacioén de esta enzima en la decoloracién de
melazas y colorantes [9,10].

El objetivo del presente trabajo consistié en el estu-
dio del cultivo sumergido de Pleurotus ostreatus en resi-
duos fuertemente coloreados con vista al tratamiento de
los mismos y la evaluacién de la excrecion de lacasa en
estos medios no convencionales.

Materiales y Métodos

Se ensayaron dos residuos industriales fuertemente
coloreados como medio de cultivo: el extracto acuoso
obtenido de la pasteurizacién de la pulpa de café (ELP),
principal residuo liquido obtenido en la planta de setas
comestibles y la vinaza de destileria (V), proveniente de la
fermentacion de las mieles finales para la obtencién de
alcohol en la Destileria “Hatuey” de Santiago de Cuba.
Ambos residuos fueron recolectados en pomos plasticos,
centrifugados a 3000 rpm y almacenados en refrigeracion
a4 °C.

Se utilizé la cepa de basidiomiceto Pleurotus spp.
CCEBI 3024 (Pleurotus ostreatus x Pleurotus pulmonarius),
de la Coleccién de Cultivos del Centro de Estudios de Bio-
tecnologia Industrial de la Universidad de Oriente, conser-
vados en Agar Extracto Malta a 6 °C. La misma fue cre-
cida en placas de 9 cm de didmetro con agar glucosado de
patata hasta cubrimiento total de la placa (aproximada-
mente siete dias).

Procedimiento experimental

Estudio del crecimiento del hongo sobre los resi-
duos. Se estudié el crecimiento en placas Petri (medios
s6lidos). Se inocularon porciones de micelio de 1 cm de
didmetro, en placas con un medio sintético para hongos
(MSH) que contenian los residuos vinaza y extracto liqui-
do de pulpa a concentraciones de 25, 50 y 100%. Se uti-
liz6 como control el medio sintético sin residuo. EI pH se
ajusté a 6,5 en todos los casos. Las placas se incubaron
durante siete dias a 30 °C, midiéndose el diametro de la
colonia diariamente.

Paralelamente se realiz6 un ensayo para determinar
el tiempo de excrecién de lacasa, cultivando el hongo en
una placa con el medio sintético y guayacol. Se siguieron
las mismas condiciones experimentales.

Cultivo sumergido de Pleurotus spp. en los residuos
coloreados. Se realiz6 una fermentacién sumergida con
ambos residuos liquidos, evaluando el crecimiento del
hongo para 10 y 20 dias de fermentacién. También se
determiné la actividad de la enzima lacasa, los niveles de
decoloracién de los residuos alcanzados y la remocién de
la carga orgdnica contaminante expresada como demanda
quimica de oxigeno (DQO).

El micelio fue raspado con una espatula estéril, adi-
cionado a un erlenmeyer conteniendo 50 ml de NaCl al 1%
y agitado vigorosamente. Se tomaron 5 ml y se inocularon
en balones con 50 ml del medio sintético para hongos
(MSH), al cual se le afnadi6 el residuo al 50% (v/v). La
composicion del MSH fue (en g/1): glucosa 20; extracto de
levadura 0,5; L-asparagina 0,65; KH.PO. 1,0; KC1 0,5;
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MgSO: x 7H20 0,5. Se le afiade, como parte del medio
MSH, 1ml de soluciéon de microelementos (1000x) com-
puesta por (en mg/l): acido bérico 500, CuSO: x SH-0 40,
KI 100, FeClL: x 6 H.O 200, MnSOs x 4H:0 400, NaMbO.
x 2 H.0 200, ZnSOs x 7H-0 400. El medio fue ajustado
a pH seis y autoclavado a 121 °C, 1 atm. Todos los cultivos
fueron sumergidos con agitacién a 150 rpm, en la oscu-
ridad y con temperatura de 27-30 °C. El MSH sin resi-
duos fue utilizado como medio control para los experi-
mentos.

En cada estudio se realizaron experimentos tipo, en
los cuales se procesaron 5 réplicas para cada tratamiento.
Para el tratamiento estadistico de los resultados se utilizd
el software Statgraphics Plus™. Se utilizaron las herra-
mientas de Andlisis de Regresion y Comparacién de Rec-
tas de Regresion, ANOVA (II). Se verific6 la normalidad
de los datos experimentales mediante el test de normalidad
Kolmogorov-Smirnov y se aplicaron disefios de clasifica-
cién simple. En el caso de diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos experimentales, las
medias fueron comparadas mediante el test de rangos mul-
tiples de Duncan. En todos los casos se utilizé un nivel de
significacién del 1%.

Métodos analiticos. La determinacion del peso seco
para la evaluacién de la biomasa, la DQO y la luminancia
como medida del color, se realizaron segtn describe el
Standard Method [11].

Se tomé como medida del color de las muestras la
determinacion de la luminancia, segun refiere la bibliogra-
fia citada, ya que la luminancia (%) es una medida de cudn
clara es percibida la muestra por el ojo humano y se deter-
mina a partir de la medicién de la transmitancia para diez
longitudes de onda diferentes.

El célculo de la remocién del color se realizé
mediante las siguientes ecuaciones:

R = (Ai - A)/Ai
A=2-LogL

donde:

L: Valor de luminancia (%)

R: Remocién de color

A: Absorbancia obtenida a partir de los valores de
luminancia inicial (i) y final (f)

Para determinar si el color era absorbido por el
micelio del hongo se procedié a recoger los pellets cre-
cidos en cada residuo en 50 ml de MSH a pH 6,5 y se
llevé a cabo una extraccion a 220 rpm a 37 °C durante una
hora.

La actividad enzimatica (lacasa) fue medida si-
guiendo la oxidacién del guayacol a 460 nm [12], en una
mezcla de reaccién a 30 °C conteniendo 10 mmol/l de gua-
yacol y 50 mmol/l de tampén fosfato a pH 6,0. Una uni-
dad de actividad enzimatica se definié6 como la cantidad
de enzima que produce un incremento de absorbancia de
1 unidad/min.

Resultados y discusion

Estudio del crecimiento del hongo sobre los resi-
duos. Se evalud el efecto inhibitorio de los residuos ensa-
yados sobre la cepa utilizada, para lo cual se determiné la
velocidad de crecimiento especifico (m) a partir del cre-
cimiento micelial diario en medio Agar-MSH conteniendo
los residuos Vinaza y ELP a las concentraciones de 25, 50
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y 100% comparativamente con un control del medio Agar-
MSH. Los resultados se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Efecto de la concentracion de los residuos sobre el crecimiento de
Pleurotus ostreatus.

Medio de cultivo % del residuo p (dia-1)
25 8.695°
Vinaza 50 6.284°
100 3.625°
25 6.984°
Extracto liquido de pulpa 50 6.131°
100 5.390°
Control - 6.389°

Letras iguales en la misma columna, no hay diferencias significativas. Para un o = 0,01%.

Se observa un efecto inhibitorio de los residuos a
partir de 50%, siendo estas diferencias significativas cuan-
do se compara el crecimiento para concentraciones del
100% de los mismos con el control. Este efecto puede
deberse al caracter téxico, debido a la presencia de com-
puestos recalcitrantes e inhibidores del crecimiento que
llegan a ellos procedente de las mieles finales o de la pas-
teurizacién de la pulpa de café, entre los que pueden men-
cionarse el furfural, derivados premelanoidinos de intensa
coloracidn, fenoles y derivados del dcido caféico [13,14]
que pueden estar interfiriendo en el crecimiento del micelio.

Sin embargo, la vinaza al 25% tiene un efecto es-
timulante del crecimiento, lo que puede estar motivado
porque a esta concentracion los componentes téxicos se
encuentran por debajo de sus concentraciones criticas no
afectando el crecimiento, prevaleciendo entonces el efecto
favorable para el crecimiento que tienen la presencia de
aminodcidos y vitaminas, en los cuales son ricas las vina-
zas [15]. En todos los casos, el desarrollo del micelio pre-
senta un crecimiento denso y voluminoso.

Se evidencid la excrecidon de lacasa por la cepa a
partir del quinto dia por la formacién de un halo coloreado
en el medio sintético con guayacol.

Cultivo sumergido. Se aprecia un crecimiento apro-
piado del hongo en los medios residuos (5,4 g/l para ELP
y 14,8 g/l para vinaza como promedio) para 10 dias de cul-
tivo, obteniéndose valores de biomasa cercanos o superio-
res en casi todos los tratamientos con vinaza, a los encon-
trados para 16 dias de fermentacién en medio sintético
(8,6 g/1) [16]. Los valores obtenidos fueron significativa-
mente superiores en la vinaza, debido a que ésta presenta
en su composicién mayor contenido de carbohidratos,
nitrégeno, y fésforo, residuos del proceso fermentativo y
nutrientes esenciales para el crecimiento de los microorga-
nismos (Tabla 2). El ELP, ademds de ser pobre en los
nutrientes anteriormente mencionados, posee por su proce-
dencia compuestos que resultan antifisioldgicos, como la
cafeina. No obstante, se obtuvo mayor crecimiento micelial
en este trabajo que en otros en los que el hongo es culti-
vado en residuos similares en composicion, obteniéndose
valores de biomasa por debajo de 5 g/l [17]. Los pellets
obtenidos durante el crecimiento micelial, tipico del cul-
tivo sumergido con agitacion, resultaron bastante homogé-
neos; siendo pequefios y abundantes en los primeros 5 dias
(0,2-0,3 cm), reduciéndose la cantidad y alcanzandose pro-
medios de tamafio de 1,5-2 cm de diametro al concluir la
experimentacion, probablemente por fusiones de éstos.

Tabla 2. Caracterizacion de los residuos de vinaza y ELP.

Parametros Vinaza ELP
pH 4.2 5.5
DQO (g/l) 73.6 59.4
DBO (g/l) 48.2 31.5
Solidos totales (g/1) 58.6 7.9
Carbohidratos (g/l) 8.24 1.15
Nitrégeno Total (mg/l) 707.59 0.58
Fésforo (mg/l) 4.82 2.95

La obtencion de una buena cantidad de biomasa en
los residuos estudiados permite obtener a partir de éstos,
in6culos adaptados a las caracteristicas del residuo y el
agotamiento de los mismos, no s6lo en cuanto al color,
sino también en la biodegradacién de otros compuestos
que contribuyen a su poder contaminante.

En las bibliografias consultadas existen diferencias
en cuanto al perfil enzimatico en el tiempo y los valores de
decoloracién obtenidos, atendiendo al hongo empleado,
medio utilizado y condiciones del cultivo.

Como se aprecia en la Figura 1, se obtuvieron altas
actividades de lacasa en vinaza, y en los medios con
ambos residuos las actividades fueron detectadas durante
la primera fase del crecimiento (cultivos tropofésicos). Se
mantienen valores altos de actividad enzimdtica en los
medios con residuos durante la fase del metabolismo
secundario (crecimiento idiofasico) a diferencia del medio
control, donde después de alcanzarse un maximo al sexto
dia de 1,5 U/ml, se aprecia una caida en los valores de
actividad.
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Figura 1. Cinética de crecimiento (—) y de produccién de lacasa (- - -)
por Pleurotus ostreatus CCEBI 3024 sobre residuales coloreados.

La produccién de lacasa estd directamente relacio-
nada con la cantidad de biomasa producida, al igual que en
otras especies de Pleurotus [18]. En contraste con otros
hongos ligninoliticos en los que la actividad ligninolitica
se expresa e incrementa en concentraciones limitantes de
nutrientes en el cultivo, (ej. las actividades lignina peroxi-
dasa y manganeso peroxidasa de Phanerochaete chrysos-
porium), en Pleurotus la lacasa no es regulada por condi-
ciones limitantes de nutrientes, pues cantidades suficientes
0 en exceso de éstos estimulan esta actividad y la produc-
ci6n de biomasa. Similar comportamiento de la actividad
lacasa ha sido evidenciado en estudios con hongos de
pudricién blanca productores de lacasa-manganeso peroxi-
dasa [19].



La deteccién de una alta actividad lacasa en los
medios con vinaza y la permanencia de ésta durante todo
el crecimiento del hongo, permite valorar la obtencién
de esta enzima en este medio no convencional para su em-
pleo de forma inmovilizada, por inmovilizacién de pellets
o en crudos semipurificados. La lacasa ha sido empleada
para fines ambientales o de otros tipos: en la degradacién
de compuestos xenobidticos y recalcitrantes como los HPA
y pesticidas [3,20], en métodos analiticos [4] y en la valo-
raciéon de hidrolizados lignoceluldsicos [8]. En el trata-
miento de residuos, el mayor uso de lacasa estd en la
industria de pulpa y papel, donde su inclusién en el pulpeo
ha sido seleccionada como una de las mejores alternativas
industriales [21], ademds de la degradacion de tintes o
colorantes textiles [22]. Esta enzima tiene la ventaja de no
requerir la adicién de peréxido de hidrégeno como cofac-
tor, y en muchos trabajos ha estado correlacionada su acti-
vidad con la degradacién de compuestos téxicos y decolo-
racion.

Se realiz6 un experimento para estudiar las poten-
cialidades de este organismo en el tratamiento de ambos
residuos, para los tiempos de fermentacién de 10 y 20
dias; teniendo en cuenta la obtencion de una cantidad de
biomasa apropiada. En las figuras 2 y 3 se observa un
incremento de la biomasa, la remocion del color y de la
DQO, ademds de una disminucién de la actividad enzima-
tica al tiempo final de fermentacion.
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Figura 2. Tratamiento de la vinaza (V) con Pleurotus.
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Figura 3. Tratamiento del residual de setas (ELP) con Pleurotus.
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La mayor actividad enzimadtica se obtiene en ambos
residuos a los 10 dias de fermentacion, coincidiendo con
su perfil (Figura 1) y con otros trabajos de degradacion de
residuos, donde la actividad lacasa de Pleurotus spp. se
incrementa rdpidamente desde el sexto dia de fermenta-
cion y luego decrece hasta un cuarto de la actividad inicial
a los 18 dias, obteniéndose un maximo a los 10-13 dias
[18]. En el medio con vinaza se obtuvo la mayor actividad
de lacasa (14,1 U/ml), incrementandose ésta alrededor de
100 veces con respecto al medio control para el mismo
tiempo.

En el MSH el méaximo de actividad de la enzima se
alcanz6 al sexto dia, coincidiendo con el tiempo de apari-
cién del halo coloreado en el medio sélido con guayacol;
a los 10 dias, los valores de actividad de la lacasa caen
hasta 0,14 U/ml. Para el residuo ELP se obtuvieron valo-
res de actividad superiores a los detectados en el medio
control para los tiempos seleccionados, por lo que se
puede decir que la presencia en ambos residuos de com-
puestos fendlicos y precursores flavonoides, para el caso
de la vinaza (conocidos como inductores de la actividad
lacasa) podrian favorecer la sintesis de esta enzima y una
permanencia de la actividad enzimatica por un periodo
mds prolongado.

La reduccién de la actividad enzimdtica para el
tiempo final de fermentacion podria atribuirse a la acumu-
lacién de subproductos que la inhiben, producidos durante
el metabolismo del hongo, por lo que es necesario conti-
nuar profundizando en el estudio de la influencia de la
edad del cultivo en la produccién y actividad de la enzima.

En las figuras anteriormente referidas se observa
que la mayor parte del color desaparece en los primeros 10
dias coincidiendo con el periodo de mayor actividad de
lacasa, aunque luego contintda la decoloracién hasta los 20
dias pero en menor proporciéon. Igualmente se aprecian
mayores valores de luminancia (mayor decoloracién de las
muestras) en el residuo con vinaza donde existe mayor
actividad de la enzima. La decoloracién de los residuos
tratados sigue un comportamiento similar en la tropofase a
la actividad lacasa (Figura 4), observandose un incremento
de la velocidad de ocurrencia a partir del sexto dia, coinci-
diendo con la excrecion significativa de la enzima en el
medio control. Es en esta etapa donde también existe una
mayor disponibilidad de nutrientes y, segtiin Pellinen y
colaboradores [23], cuando la glucosa es utilizada como
sustrato para el crecimiento, una concentracién minima de
2 g/l es necesaria para que el hongo mantenga su capacidad
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Figura 4. Relacion entre la actividad lacasa (—) y la decoloracion (- - -)
de los residuales tratados con Pleurotus ostreatus CCEBI 3024.
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de decoloracion, obteniéndose los niveles mas altos de
remocion a concentraciones altas de glucosa (concentracio-
nes mayores de 10 g/I). Como se aprecia en la Figura 4, se
evidencia que la lacasa es excretada en estadios tempranos
del crecimiento del hongo, participando de modo significa-
tivo en la decoloracién de estos residuos. Cuando, al pare-
cer, las condiciones del medio comienzan a ser limitantes
para el crecimiento (idiofase), se producen otras enzimas o
mecanismos con la finalidad de degradar compuestos com-
plejos (relacionados generalmente con el color). En otros
trabajos se ha encontrado que existe cierta correlacion entre
la produccion de esta enzima por Pleurotus spp. y la deco-
loracién de residuos con tintes [1,20], ademas de la exis-
tencia de otros sistemas enzimdticos como la citocromo
P-450 o peroxidasas que contribuyen a la reduccién del
color, empleando como organismos para el tratamiento
este y otros hongos de pudricién blanca [24,25].

Se logra eliminar el 39% y el 44% del color pre-
sente para vinaza y ELP, respectivamente, a los 10 dias de
tratamiento. No se evidencia absorcién significativa del
color en el micelio, pues los valores retenidos no superan
el 1% de las determinaciones de luminancia al final de las
experiencias. En el caso de los cultivos en vinaza, la remo-
cion de color tiene una estrecha correspondencia con la
remocion de la DQO existiendo valores similares en la
reduccion de ambos pardmetros, de lo que puede inferirse
que gran parte de la carga organica degradada por el hongo
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