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CARACTERIZACION QUiMICA DEL ORUJO DE PERA SOMETIDO
A BIOTRANSFORMACION POR Pleurotus ostreatus

Buglione, M. B.%; Filippi, M. V.%; Martinez, D. A.:; Agiiero, M.S.* Rodriguez, G.?

Escuela de Veterinaria y Produccién Agroindustrial. UNRN, Escuela de Produccion,
Tecnologia y Medio Ambiente. UNRN, *Laboratorio de Hongos Comestibles y
Medicinales. FACA-UNCo. e-mail: mbuglione@unrn.edu.ar

El objetivo de este trabajo fue evaluar los cambios en la composicion quimica de
residuos (orujos) de las industrias procesadoras de peras de la region del Valle Medio de
Rio Negro durante la etapa de crecimiento vegetativo de Pleurotus ostreatus.

Se analizd la composicién quimica del orujo de pera luego de permitir el
desarrollo micelial de dos cepas de P. ostreatus (PI-P y PI-J) en cajas de Petri, en
oscuridad a 28°C durante 2 meses. Se determin0 el % de materia seca como indice del
% de Bioconversion, contenido de materia orgéanica por incineraciéon en mufla,
sustancias nitrogenadas por Kjeldahl, fibra detergente neutro (FDN), fibra detergente
acido (FDA) vy lignina en detergente acido (LDA) por el método de Van Soest y
carbohidratos no estructurales con reactivo antrona-acido sulfurico.

Si bien el ensayo se prolong6 durante 60 dias, las cepas de Pleurotus estudiadas
lograron colonizar en forma completa las cajas de Petri al cabo de 12 dias.

Los resultados obtenidos evidenciaron una disminucion de la materia seca inicial
obteniéndose un 30% de Bioconversién promedio para las cepas analizadas. Estos
resultados muestran que el proceso de bioconversion por hongos de pudricion blanca
como P. ostreatus constituye una metodologia alternativa para reducir el impacto
ambiental generado por la acumulacion de estos residuos agroindustriales.

La caracterizacion quimica del orujo de pera biodegradado evidencié una
considerable disminucion respecto al orujo sin biodegradar en los contenidos netos de
materia seca (16,14 + 1,41 g vs 11,28 + 1,03 g), materia organica (15,79 + 1,38 g vs.
10,93 + 0,94 g) y de carbohidratos no estructurales (0,71 + 0,06 g vs. 0,31 + 0,03 g), no
evidenciandose diferencias asociadas a las cepas estudiadas. Por su parte, los valores
correspondientes al contenido neto de sustancias nitrogenadas y fibras (FDN, FDA y
LDA) si bien fueron menores con respecto al orujo sin biodegradar, las diferencias
fueron menos pronunciadas. Cabe destacar que la expresion de los resultados de la
caracterizacion quimica en base a porcentaje de materia seca muestra variaciones menos
apreciables, dada la marcada disminucion de este valor durante la bioconversion.
Palabras claves: Pleurotus ostreatus, bioconversion, orujo de pera, composicion
quimica.

1. Introduccion

Argentina es lider en produccion de jugo concentrado de pera y manzana en el
hemisferio sur, que se utiliza en gran medida para edulcorar gaseosas. En la region del
Alto Valle y Valle Medio de la provincia de Rio Negro existe una red de agroindustrias
elaboradoras de jugos concentrados, sidra, deshidratados, conservas y licores. Segun

datos de las industrias, aproximadamente el 20% de la fruta industrializada queda como
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residuo sélido—orujos o bagazos- constituido por cascaras, restos de pulpa, semillas,
pedinculos. Actualmente estos sélidos se disponen inadecuadamente a cielo abierto o se
utilizan para enmienda de suelos y en menor medida para alimentacion animal. Los
principales efectos de la disposicion inadecuada incluyen la degradacion de materia
orgénica con produccién de gases de efecto invernadero como CH, y CO», presencia de
contaminantes en el suelo, contaminacion de fuentes de agua superficial y subterranea
que afectan flora y fauna circundante a los sitios de disposicion.

En algunos casos, se realizan tratamientos enzimaticos (de elevado costo) de los
residuos (Howard et al. 2003) o se elaboran compost por fermentacion controlada para
reutilizarlos como enmienda orgénica (Arrieche y Mora 2005, Matheus 2004).

Considerando el elevado contenido de fuentes de carbono lignoceluldsicas que
presentan los desechos agroindustriales, resulta de gran interés analizar las posibilidades
de uso de estos residuos como sustrato para el cultivo y produccion de hongos
comestibles, especialmente hongos de pudricion blanca, debido a que durante su
crecimiento y desarrollo degradan celulosa, hemicelulosa y lignina (Chang y Miles
2004, Jaramillo Mejia y Alberté 2012, Nyochembeng et al. 2008).

Dentro de este grupo de hongos se encuentra Pleurotus ostreatus, especie
comestible que se cultiva a escala comercial, conocida con el nombre de “girgola” u
hongo ostra (Chang y Miles 2004, Heredia-Solis et al. 2016, Sanchez 2010).

Estudios realizados con hongos del género Pleurotus empleando la biomasa
vegetal (por ej. tallos, hojas, raices, vainas, paja, etc) como sustrato para su cultivo,
indican que el crecimiento del hongo mejora la composicion quimica de las pajas
aumentando el contenido de materia organica y modifica la estructura de la fibra, con lo
que se incrementa el contenido de carbohidratos solubles (Montafiez-Valdez et al. 2008,
Pandey 2003, Pandey et al. 2000, Sanchez et al. 2002).

Sin embargo, el empleo de residuos provenientes de la actividad de industrias
relacionadas con la extraccion de jugos de frutas ha sido menos investigado. Nicolini et
al. (1987) caracterizaron quimicamente el proceso de biodegradacion en fase sélida de
residuos provenientes de la extraccion de jugo de naranja y de la produccién de vinos
por Agrocybe aegerita y P. ostreatus verificando un incremento en el valor alimenticio
del residuo biodegradado y la factibilidad de su utilizacion en alimentacion animal.

Los resultados obtenidos en esas investigaciones indican efectos variables,

dependiendo de la composicién del sustrato, duracion del tiempo de cultivo y de la cepa



inoculada (Arddn et al. 1996, Chang y Miles 2004, Heredia-Solis et al. 2016, Sanchez
2009, 2010).

Los autores de este trabajo (Martinez et al. 2015) hemos evaluado la capacidad
de tres cepas de Pleurotus ostreatus y una de Agrocybe aegerita para colonizar orujo de
pera generado por industrias jugueras de Rio Negro, encontrando que P. ostreatus
presentd un mejor desarrollo sobre orujo de pera que Agrocybe.

El objetivo fue evaluar los cambios en la composicion quimica de del orujo de
pera durante el desarrollo micelial de las cepas de P. ostreatus que presentaron mejor

comportamiento al analizar las curvas de crecimiento micelial (Martinez et al. 2015).

2. Materiales y Métodos
2.1 Material fingico

Se emplearon dos cepas de Pleurotus ostreatus (Jacq.: Fr.) Kummer, depositadas
en el Cepario FACA-UNCo, Laboratorio de Hongos Comestibles y Medicinales, cuyas
procedencias se describen a continuacion:
PI-J: Misiones, Argentina. Colector: Rodriguez G. FACA PI1-J 07.
PI-P: Paraje Abra Ancha, Neuquén, Argentina. Colector: Rodriguez G. FACA PI-P 12.

Las cepas fueron conservadas en Agar extracto de malta (10 % p/v), a 4°C en
oscuridad. Las cepas se multiplicaron en medio Agar papa glucosado (APG), que se
prepar6 con una infusion de papa, D (+) glucosa y agar-agar (Merck 2005). Para ello se
colocaron 20 mL del medio de cultivo en cajas de Petri de 100 mm de diametro, se
inocularon con las cepas mencionadas y se incubaron a 28 + 1°C durante dos semanas
con el objeto de obtener micelio activo para los ensayos de desarrollo micelial.
2.2 Sustrato

Como sustratos para caracterizar el proceso de biodegradacion durante la etapa de

desarrollo micelial de P. ostreatus se emple6 orujo de pera (Pyrus communis L.) v.
Williams Bon Chetrien provenientes de industrias jugueras. Los bagazos humedos
generados por el procesamiento de peras en la Empresa Jugos S.A., ubicada en la zona
del Alto Valle de la provincia de Rio Negro se secaron al sol sobre mallas rectangulares
Y una vez secos se sometieron a un proceso de trituracion con una moledora comercial
de granos, hasta obtener un tamarfio de particula entre 0,1 a 0,5 mm de diametro.
2.3 Ensayos de crecimiento en caja de Petri

El orujo de pera seco y molido fue hidratado al 70 % (p/p) con agua destilada.

Posteriormente, se dispusieron en cajas de Petri (aprox. 30 g/caja) y se esterilizaron en
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autoclave durante 30 minutos a 1 atm de presion. Las cajas estériles se conservaron
selladas en heladera, a 4°C hasta ser inoculadas.

Las cajas con orujo hidratado y estéril se inocularon con discos de micelio activo
desarrollado sobre medio APG, bajo campana, considerando materiales y ambientes
libres de gérmenes. La incubacion se realizé en estufa a 28°C, en oscuridad, durante 8
semanas. Las cajas se almacenaron a -20°C hasta realizar la caracterizacion quimica.
2.3. Andlisis fisicoquimico de los orujos

Se analiz6 la composicion quimica del orujo de pera, previo a la inoculacién con
las cepas PI-P y PI-J (inicial) y del orujo biodegradado (final), determinando el pH sobre
el orujo hidratado. El orujo de cada caja de Petri se llevo a peso seco en estufa, a 65°C y
se determino el contenido de nitrogeno total (N) por el método de Kjeldahl, cenizas
totales (Cen) en mufla, fibra detergente neutro y acido (FDN y FDA) y lignina en
detergente &cido (LDA) y digestibilidad in vitro de la materia seca (DIVMS) de acuerdo
a Goering y Van Soest (1970). El contenido de materia organica (MO) se obtuvo por
diferencia entre materia seca (MS) y Cen (AOAC 2000). Los carbohidratos no
estructurales (CHNE) se determinaron por el método Antrona (Koehler 1952).

2.4 Disefio experimental y analisis estadistico

Los ensayos para caracterizar el proceso de biodegradacién durante el desarrollo
micelial de PI-P y PI-J se realizaron con 5 repeticiones para cada cepa. Los resultados se
evaluaron mediante un ANOVA por medio del test de Tukey (p < 0,05). Previamente se
verificd la distribucion normal de los datos a través de la prueba de Shapiro-Wilks (Di
Rienzo et al. 2016).

3. Resultados y Discusion
3.1. Desarrollo de P. ostreatus sobre orujo de pera

Inicialmente los autores de este trabajo caracterizaron el crecimiento micelial de
las cepas de Pleurotus ostreatus (PI-AA, PI-P, PI-J) y Agrocybe aegerita (Ag-I) sobre
agar extracto de malta (AEM) como medio testigo ya que sus caracteristicas nutritivas
favorecen el crecimiento de la mayoria de hongos. Posteriormente, se evalud la
capacidad de estas cepas para colonizar residuos de las industrias ligadas a la extraccion
de jugos de pera (Martinez et al. 2015).

Las tres cepas de Pleurotus estudiadas mostraron capacidad de desarrollar sobre
orujo de pera, siendo PI-J la que evidencié mejor desarrollo ya que logrd colonizar la

caja completa luego de 12 dias, a 28°C (Fig.1).
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Figura 1: Crecimiento radial del micelio de la cepa PI-J sobre orujo de pera.
3.3. Evaluacion del proceso de biodegradacion del orujo de pera

Luego de permitir el desarrollo micelial en cajas de Petri de P. ostreatus sobre
orujo de pera durante 2 meses a 28 °C se evidencio una disminucion de la materia seca
inicial, obteniéndose un 30% de Bioconversion promedio para PI-P y PI-J (Tabla 1).

Esta disminucién indicaria que P. ostreatus es capaz de utilizar los componentes
del orujo como nutrientes y degradarlos hasta CO5, lo cual explicaria la disminucién no
solo de MS, sino también de materia organica, fibras y carbohidratos solubles.

Estos resultados serian consecuencia de la capacidad de estos organismos para
producir exoenzimas que degradan eficientemente la celulosa, hemicelulosa y lignina en
compuestos de bajo peso molecular que pueden ser asimilados por estos organismos.
Existen dos tipos de sistemas enzimaticos extracelulares: hidrolasas que degradan la
celulosa (celulasas) y la hemicelulosa (hemicelulasas) y oxidoreductasas que degradan
la lignina (lacasas, peroxidasas y oxidasas) hasta CO, y agua (Martinez et al. 2005,
Pérez et al. 2002, Sanchez 2009, ten Have y Teunissen 2001).

Estos resultados respaldan uno de los aspectos planteados en la hipotesis de
formulacién de esta linea de investigacion, en lo referente a que el proceso de
bioconversién por hongos de pudricion blanca constituye una metodologia alternativa
para reducir el impacto ambiental generado por la acumulacion de los residuos.

En cuanto a los carbohidratos no estructurales es importante considerar que el
método Antrona (Koehler 1952) determina el nivel de azucares, almidon y fructanos
que desde el punto de vista nutricional en rumiantes, poseen un potencial de
fermentacion rapida y total en el rumen.

Los CHNE fueron los componentes que disminuyeron en mayor medida, lo cual

se atribuye a que P. ostreatus utiliza inicialmente estos hidratos de carbono no



estructurales del orujo, aproximadamente 60% en promedio para ambas cepas, y
posteriormente las fibras, alrededor del 20% para FDN y FDA y un 30% para LDA.

Tabla 1: Composicion quimica del orujo de pera (valores medios y desviacion estandar para cinco
repeticiones), previa a la inoculacion (inicial) y luego de 8 semanas de desarrollo micelial (final) de PI-J y

PI-P. Valores con letras distintas para una misma fila y cepa indican diferencias significativas (p < 0,05).

Pl-Jinicial PI-J final % disminucion|PI-P inicial PI-P final % disminucion
MS,g [159°+25 106°+1,8 332+39 [161%+14 113°+10 30,1+31
MO,g |156°+24 104°+18 33439 [158'+14 109°+09 30,7%3,1

CHNE, g|0,70°+0,11 0,32°+0,04 57,9+48 |0,71°+0,06 0,31°+0,02 56,5+52
FDN,g [115°+18 86°+14  236+52 |116°+10 9,0°+08  205+3,1
FDA,g | 84°+13 64°+11  236+52 |85°+07 68°+06 205+31
LDA, g |352°+05 25°+06 288+103 | 36°+03 26°+03 268+58
PB,g | 0,701 05°+#01 241%57 | 07°%#01 05°+*01 26830

De acuerdo a lo expresado por diversos autores (Martinez et al. 2005, Sanchez
2009, ten Have y Teunissen 2001), los hongos de pudricion blanca, entre los que se
encuentra P. ostreatus, son los Unicos organismos conocidos que pueden descomponer
la lignina en diéxido de carbono y agua. Sin embargo, la lignina no puede degradarse
como Unica fuente de esqueletos carbonados y energia. Presumiblemente, la actividad
ligninolitica facilitaria el acceso a la celulosa y hemicelulosa que constituyen su fuente
real de carbono y de energia.

El mayor grado de utilizacion de CHNE en relacion a la degradacion de los
distintos tipos de fibras podria estar relacionado con los mecanismos de regulacion de
las enzimas que metabolizan estos compuestos ya que las enzimas lignoceluloliticas son
inducibles y se expresan cuando disminuyen los carbohidratos solubles (Elisashvili et
al. 2002, Rouches et al. 2016).

Cabe destacar que la expresion de los resultados de la caracterizacion quimica en
base a porcentaje de materia seca muestra variaciones menos apreciables, dada la
notable disminucion de materia seca de cada repeticion.

La magnitud de la desaparicion in vitro de las fracciones FDN y FDA en base
materia seca es un indicador de la digestibilidad de los componentes de la pared celular
de los alimentos. La determinacion del porcentaje de digestibilidad in vitro empleando
liquido ruminal mostré que durante la etapa de desarrollo micelial se produce una

disminucion en la digestibilidad desde 38,8% en el orujo inicial a 24,5% en el




biodegradado. Estos resultados se relacionan con la escasa variacion del % de fibras en
base MS (datos no mostrados).
Por otro lado, el pH se mantuvo en el orden de 4,4 a 4,8 sin cambios significativos

luego de la biodegradacion de los sustratos.

4. Conclusiones

La bioconversion de residuos solidos provenientes del procesamiento de pera, es
posible utilizando hongos del género Pleurotus. Esto es valorable y podria impactar
sobre la actividad industrial ya que podria desarrollarse como una tecnologia emergente
“end-of-pipe” (al final del proceso), que incluye tecnologias y aplicaciones tendientes a

reducir el impacto negativo de la actividad industrial sobre el medioambiente.
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