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Resumen

Es posible cultivar hongos comestibles (HC) en sustratos preparados con residuos agroindustriales.
Algunos de los residuos evaluados, de tipo lignocelulésicos y con elevado contenido de Compuestos
Fendlicos (CF) son el Alperujo (AL) y restos de Poda de olivo (PO), y Orujo (OU) y Escobajo (ES)
de la Vid. Son considerados fitotoxicos y es necesario realizar un tratamiento para su disposicion
final. El cultivo de HC es una Fermentacion en Estado Sdélido (FES) con hongos del género Pleorotus
durante la cual se producen enzimas como metabolitos fungicos. Una vez finalizado el cultivo, queda
un sustrato residual de hongo (SRH), que es el material lignocelulésico biodegradado y enriquecido
en enzimas oxidasas, del tipo ligninoliticas. Se han reportado diversas aplicaciones para este SRH,
por ejemplo, como enmienda de suelos o biofertilizantes. En este trabajo, el objetivo es determinar
la presencia de actividades enzimaticas del tipo Lacasas (Lac) y Lignin Peroxidasas (LiP), conocidas
por su capacidad degradadora de compuestos fendlicos para un posterior uso del SRH como matriz
enzimatica para biorremediacion de fitosanitarios ensamblada en camas bioldgicas. Las AE's y CF
se midieron sobre extractos acuosos, con técnicas espectrofotométricas. Como testigo de la FES se
utilizé un sustrato preparado con viruta de alamo. Los ensayos se encuentran en curso, pero hasta el
momento se ha determinado que las AE’s de los SRH es mayor en los sustratos de AL-PO y OU-Es
que en el testigo. Y también, que dicha actividad se corresponde con un mayor abatimiento del CF.

Palabras clave: Biorremediacion, sustrato residual de hongo, residuos sélidos agroindustriales.

INTRODUCCION

En un marco de Economia Circular, residuos
agroindustriales de naturaleza lignocelul6sica como al
Alperujo -AL (restos de aceituna molida con agua de
vegetacion), Orujo de uva - OU (pulpay hollejo pepitas
prensadas) residuos de poda de olivo - PO, vid,
escobajos — ES, sirven como sustrato para el cultivo de
hongos comestibles.

Se denomina Fermentacion en Estado Solido (FES)
al bioproceso que se aplica en ausencia de agua, pero
con un adecuado nivel de humedad para promover el
crecimiento de microorganismos (Grau et al., 2020).
Una de las ventajas de la FES es que se pueden utilizar
sustratos de bajo costo, como los residuos
agroindustriales, permitiendo su valorizacion, ya que al
mismo tiempo que se degradan, se pueden obtener
compuestos Utiles con valor agregado (Pandey et al.,
2000).

Usualmente en las FES, se emplean hongos
filamentosos por su capacidad de crecimiento y
colonizacion en biomasa de naturaleza lignocelulésica.
Dentro de los hongos de la podredumbre blanca, el
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Pleorotus ostreatus es comestible, muy conocido por
su potencial de degradacion de la lignocelulosa gracias
a la secrecién de enzimas extracelulares ligninoliticas
(peroxidasas y oxidasas) y celuloliticas (celulasa y
hemicellulas) (Anele et al., 2009).

El empleo de estas fuentes particulares de biomasa
como base de sustrato para el cultivo de hongos
comestibles se ha reportado en un nimero reducido de
trabajos (Melanouri et al, 2022; Papadaki et al., 2019;
Petre et al, 2016) y recientemente también por el equipo
de investigadores de este trabajo (Escuela et al., 2023).
En el mismo se reporta la produccion de basidiomas
(i.e.: fructificaciones, “hongos”) de hongos comestibles
Pleurotus ostreatus cultivados en sustratos preparados
en mezclas de Alperujo y Poda de Olivoy Orujo de Uva
y Escobajo. Posterior a la produccion de basidiomas se
obtiene un subproducto denominado Sustrato Residual
(SRHongos) que consiste en una biomasa
biotransformada por micelio con una proporcion de
hifas residuales que puede aplicarse directamente como
biomaterial, forraje, enmienda biofertilizante 0 matriz
enzimatica para biorremediacién. También es posible
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extraer del SRHongos moléculas de interés como
enzimas lacasas-peroxidasas, azUcares (gj. para
biocombustibles) y polimeros de carbohidratos (Levin
et al, 2012; Grassi et al, 2011; Colavolpe et al, 2012;
Kuhar et al, 2015).

En este trabajo se presentan parte de los resultados
del el estudio y caracterizacion de los subproductos
resultantes del cultivo de hongos, para su potencial
aplicacién en biorremediacién, mejoramiento de la
estructura fisica del suelo y/o la fertilizacion del
mismo.

OBJETIVOS

En este trabajo, el objetivo es determinar la presencia
de actividades enzimaticas del tipo Lacasas (Lac) y
Lignin Peroxidasas (LiP), conocidas por su capacidad
degradadora de compuestos fendlicos para un posterior
uso del SRH como matriz enzimatica para
biorremediacion de fitosanitarios ensamblada en camas
bioldgicas. Adicionalmente se midieron compuestos
fendlicos hidrosolubles en los sustratos antes y después
de fermentar para establecer el grado de abatimiento de
los mismo y su efecto en la fitotoxidad.

MATERIALES Y METODOS

Sustrato Residual de Hongos SRH: provienen de
bloques de cultivo de 1 Kg preparados con mezclas de
Sustrato: AL:PO y OU:ES en proporciones 1:1(v:v %)
con ajuste de humedad al 60 %, esterilizado 121 °C, en
3 ciclos de 1 h. In6culo: Pleurotus ostretaus 10% p/p
semilla de micelio (previamente formulado en AL y
OU con granos de avena en proporcion 1:1).
Incubacion: 24 °C, hasta colonizacién completa.
Induccion: (4°C por 24 horas) y fructificacion (20-
24°C, HR > 80 %, con renovacién de aire). Se cultivod
también un bloque con sustrato a base de viruta de
Alamo como testigo. El tiempo de fructificacion,
eficiencia biol6gica y n° de oleadas fué dependiente de
cada tipo de sustrato. Los bloques se trabajaron por
trplicado. Una vez cumplido el ciclo de cultivo, los
SRH se guardaron a 4°C hasta la realizacion de las
determinaciones.

Extractos acuosos: para la determinacion de los
compuestos hidrosolubles. Se obtuvieron pesando 5 g
de sustrato himedo en 20 ml de agua destilada. Luego
se llevd a agitacion a 230 rpm por 30 min, a T°
ambiente. Posteriormente se filtro y ultra centrifugé a
20000 rpm durante 5 min.
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Contenido de Humedad: en balanza para peso seco
marca OHAUS modelo MB35 con ldampara haldgena.
T° 105°C, en modo automatico de tiempo hasta peso
seco constante.

Compuestos fendlicos hidrosolubles: por el método
de Fenoles Totales utilizando el Reactivo de Folin
Ciocalteau (Folin y Ciocalteau, 1927) y &cido Galico
como reactivo patrén para la curva de calibraciéon.
Medicion de absorbancia a 590 nm, luego de 60 min de
reaccion en espectrofotometro marca Thermoscientific
modelo Multiskan FC microplates.

Actividad enzimdtica Lacasa (Lac): método
cualitativo (Li et al., 2008; Couto y Herrera, 2007),
colorimétrico basado en el cambio de coloracién del
medio por oxidacion del reactivo ABTS (2,2'- Azino-
bis (3 — Etil Benzotiazolin)-6-Sulfonato de amonio).

Actividad Enzimética Lignina Peroxidasa (LiP):
método cualitativo (Fernandez y Henao, 2007),
colorimétrico basado en el cambio de coloracion del
medio por oxidacion del reactivo alcohol veratrilico
midiendo la absorbancia a 310 nm. La mezcla de
reaccién ademas contiene HO,.

En ambos casos la actividad enzimatica se midid
como 1 pmol de producto oxidado por minuto por mg
de sustrato seco. El anélisis de los resultados se llevé a
cabo mediante un Analisis de la Varianza no
paramétrico (ANOVA). La separacion de medias a
posteriori se realizd por método de Tukey con un nivel
de significancia menor a 0,05.

RESULTADOS

En la tabla 1 se muestran los resultados de las
determinaciones de las actividades enzimaticas en el
SRH luego de finalizado el ciclo de cultivo.

Rep Sustrato U/mlzgI I:.srh U/ngag.srh
a OU/ES 53,413 0,0190
b OU/ES 64,466 0,0104
c OU/ES 68,838 0,0008
a AL-PO 206,086 0,0321
b AL-PO 191,700 0,0371
c AL-PO 314,048 0,0364
a Testigo 83,846 0,0100
b Testigo 139,567 0,0166
c Testigo 90,562 0,0120

Tabla 1. Actividades enzimaticas en sustratos de cultivo y testigo
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Las graficas 1 y 2 muestran la comparacion de
medias por Analisis de la variaza para las variables Lac
y Lip de los distintos sustratos evaluados.

Actividad Enzimatica LiP

271,897 B

216,98

162,074

Ui mg s. srth

107,154 A

52,264

OUES Testigo AL-FO

Sustrato
Figura 1. Comparacion de medias en la variable LiP entre distintos
tratamientos

Letras distintas indican diferencias estadisticamente
significativas entre tratamientos (p<0.05 Tukey).

Actividad Enzimatica Lac

0,040 B
0,032

0,024

LI mg s srh

0,018

0,008+
OWES Testigo AL-PO
Sustrato
Figura 2. Comparacion de medias en la variable LiP entre distintos

tratamientos

En la tabla 2 se muestra el resultado del porcentaje
de disminucion o abatimiento de CF para cada sustrato
evaluado.

Rép  Sustrato CF Disminucién
pg AG/g.s.srh CEF %
a OU/ES 104,24 749%
b OUES 47,04 88%
c OU/ES 65,50 84%
a AL-PO 79,51 97%
b AL-PO 353,43 85%
c AL-PO 2297 99%

Tabla 2. Compuestos Fendlicos y porcentaje de disminucién en el SRH
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No se incluyen en la tabla los resultados de CF de AL
y OU que fueron 2400 y 404 ppm (medido como pg
AG/ g.s.srh) respectivamente.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los compuestos fendlicos analizados en cada uno de
los SRH en todos los casos fueron menores al
contenido inicial de CF de los sustratos utilizados para
el cultivo. Los porcentajes de disminucion,
dependiendo el sustrato fueron entre 70% y 80% para
las mezclas de OU y entre 80% y casi 100% para las
mezclas con AL. Estos resultados indican que los CF
son metabolizables por Pleorotus ostreatus para su
crecimiento y acorde con lo reportado por otros autores
(Sanjust et al., 1991; Tomati et al., 1991). Desde el
punto de la aplicacién del SRH como enmienda para
mejorar la estructura fisicoquimica del suelo, la
disminucién de compuestos fendlicos es importante ya
gue son estos compuestos, los atribuibles a los efectos
fitotoxicos de Alperujo (Pinho et al., 2017) y Orujo
de Uva (llyas, et al., 2021).

En relacidn con el contenido de humedad los valores
obtenidos son los esperados luego de ciclos de cultivos
de entre 60 y 70 dias. La principal raz6n de su medicién
es establecer su valor para poder estandarizar luego el
resto de las mediciones y expresara en gramo seco de
sustrato residual de hongo (g s srh).

Los resultados del ANOVA para las actividades
enzimaticas medidas, tanto para Lac y Lip muestran
que no hay diferencia significativa entre Lac del SRH
en sustratos de OU y Testigo, pero si hay diferencia
significativa con la Lac medida en los sustratos de AL.
La misma situacion se presenta con la LiP medida. La
presencia de estas enzimas es coincidente por lo
reportado en diversas publicaciones y especificamente
porque estd demostrado que catalizan la
metabolizacion de muchas estructuras similares a
ligninas, por ejemplo, los compuestos fenolicos (Phan
etal., 2012; Wang et al., 2015).

Los resultados son alentadores y a futuro se pretende
establecer al grado de fitotoxicidad del SRH con
estudios de germinacion con semillas con protocolos
estandarizados, y en términos de las actividades
enzimaticas, realizar ensayos de degradacion con
compuestos coloreados y/o ensayos de degradabilidad
de fitosanitarios para posteriormente acoplarlo a camas
bioldgicas.
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