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Resumen
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Publicado on-line: 6 febrero 2015 cion final de esta biomasa residual. Como sustratos se emplearon

dos tipos de orujos de pera, uno sometido a un tratamiento enzi-
matico previo a la extracciéon de jugo y otro sin tratar. A. aegerita
evidencio menor crecimiento que P. ostreatus en ambos sustratos,
mientras que P. ostreatus presentd mejor desarrollo sobre el orujo
con pretratamiento enzimatico, comportamiento que podria estar
relacionado con la composicion quimica de los orujos de pera ana-
lizados.

Palabras clave: Hongos comestibles, Fermentacion en fase sdlida,
Velocidad de crecimiento, Sustratos lignoceluldsicos, Deshechos
agroindustriales.

Mycelial growth evaluation of Pleurotus ostreatus and Agrocybe
aegerita on pear pomaces

Abstract

The aim of this study was to evaluate the ability of three strains of
Pleurotus ostreatus and one of Agrocybe aegerita to colonize the
biomass generated by juicers industries (pomace) and to compare
the mycelial growth curves. The use of these lignocellulosic waste
could provide options for the disposal of this waste biomass. Two
types pomace of pear were used as substrates, one subjected to a
preliminary enzymatic treatment prior to juice extraction and other
without treatment. A. aegerita showed slower growth than P. os-
treatus on both substrates, while P. ostreatus showed better deve-
lopment on the pear pomace with enzymatic pretreatment, beha-
vior that could be related with the chemical characteristics of the
substrates.

Key words: Edible mushrooms, Solid state fermentation, Growth rate,
Lignocellulosic substrate, Agro-industrial wastes.
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Introduccion

La actividad de la agroindustria alimentaria ligada
a la extraccion de jugos de frutos de pepita genera
residuos denominados orujos y/o bagazos de natu-
raleza lignocelulodsica, que representan el 60 % de
la fruta procesada.

En los valles irrigados de Rio Negro y Neu-
quén (Argentina), la actividad fruticola se ha
incrementado significativamente en los ultimos 10
afios y representa el 85 % de la produccion nacio-
nal de manzanas y el 75 % de pera. Seglin la
informaciéon aportada por la Fundacion Barrera
Zoofitosanitaria Patagénica (FunBaPa 2013), en
el afio 2013 la Argentina produjo un total de 1,4
millones de toneladas de manzanas y peras. La
fruta de menor calidad (descarte de productores
primarios y empaques), aproximadamente el 41 %
de la produccion de manzana y el 27 % de pera, se
procesa con fines industriales para la elaboracion,
principalmente de jugos concentrados, y en menor
medida, de sidra y conservas. Se estima que en el
afio 2013, en la region de los valles irrigados de
Rio Negro y Neuquén la actividad de estas agroin-
dustrias gener6 270.000 toneladas de orujos.

La disposicion inadecuada de estos residuos
solidos puede dar origen a serios problemas de
contaminacion y alteracion del medio ambiente en
los lugares donde se acumulan. La fermentacion
natural de estos desechos tiene como resultado la
produccioén de acidos organicos como el acido
acético, la emision de metano, sulfuro de hidro-
geno, entre otros gases, que producen problemas
de contaminacion ambiental (Frioni 1999).

Para reciclar los desechos agroindustriales, una
posibilidad es el empleo de hongos de pudricion
blanca ya que son los Uinicos organismos capaces
de degradar completamente la lignina, utilizando
el C y N, ademas de otros nutrientes para su pro-
pio metabolismo. Dentro de este grupo, una de las
especies comestibles que se cultivan a escala
comercial es Pleurotus ostreatus (Jacq.: Fr.) Kum-
mer; conocida con el nombre de girgola u hongo
ostra. Este género se destaca por su capacidad
para degradar lignina selectivamente, sacarificar e
hidrolizar celulosa y producir cuerpos fructiferos
de elevada calidad nutritiva (Sanchez et al. 2008).

Desde este enfoque, el cultivo de estos hongos
es un sistema de bioconversion ecoldgica ya que
permite producir setas para consumo humano y
reciclar los desechos lignocelulosicos. Por otra
parte, el sustrato biodegradado puede ser utilizado

en alimentaciéon animal y como abono organico
mediante procesos de composteo y vermi-
composteo, reduciendo de este modo el impacto
ambiental (ten Have & Teunissen 2001, Bonatti et
al. 2004, Sanchez 2004, Pozzi et al. 2010,
Andrino et al. 2011).

La lignina es un complejo quimico aromatico
fendlico localizado entre las moléculas de celu-
losa de la pared vegetal, lo que hace muy dificil su
degradacion. Los hongos de pudricion blanca son
considerados como agentes primarios de
descomposicion de compuestos lignocelulosicos
porque son capaces de utilizar los desechos agri-
colas en su forma original sin que hayan sido suje-
tos previamente a algiin proceso de degradacion
bioquimico o microbiologico (ten Have & Teunis-
sen 2001, Howard et al. 2003, Sanchez 2010).

Diversos autores han demostrado la capacidad
de estos hongos para colonizar una gran variedad
de sustratos lignoceluldsicos mediante fermenta-
cion en fase sélida, caracterizando las etapas de
crecimiento micelial y producciéon de carpdforos.
La mayoria de los trabajos estudiaron este proceso
de bioconversion empleando subproductos fores-
tales, agricolas y agroindustriales como aserrin de
abedul (Betula pendula L.), haya (Fagus sylvatica
L.), roble (Quercus petraea L.), entre otros, pajas
de trigo (Triticum aestivum L.), arroz (Oryza sati-
va L.), maiz (Zea mays L.) y algodon (Gossypium
herbaceum L.), cascara de mani (Arachis hypo-
gaea L.), bagazos de cafia de azucar (Saccharum
officinarum L.) y de la industria cervecera y oliva-
rera (Philippoussis et al. 2001, Nyochembeng ef
al. 2008, Rizki & Tamai 2011, Jasinska et al.
2012).

Por su parte, el empleo de residuos provenien-
tes de la actividad de industrias relacionadas con
la extraccion de jugos de frutas ha sido menos in-
vestigado. Sanchez et al. (2002) evaluaron la bio-
degradacion por Pleurotus spp. de desechos de la
vitivinicultura, e informaron que los mejores sus-
tratos para el crecimiento del micelio y rendimien-
to de cuerpos fructiferos se obtenian al adicionar
una elevada proporcion de residuos de cosecha de
la vid al orujo de uva. Nicolini et al. (1987) carac-
terizaron quimicamente el proceso de biodegrada-
cion en fase solida de residuos provenientes de la
extraccion de jugo de naranja y de la produccion
de vinos por Agrocybe aegerita (Brig.) Sing y P.
ostreatus. Los resultados publicados muestran un
incremento en el valor alimenticio del residuo bio-
degradado y la factibilidad de su utilizacion en la
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alimentacion animal.

En general, los hongos comestibles son apre-
ciados por su valor nutricional y medicinal. En
este caso, las caracteristicas nutracéuticas de P.
ostreatus estan relacionadas con el contenido de
aminoacidos esenciales y vitaminas, asi como con
la produccion de sustancias bioactivas con propie-
dades antioxidantes y antimicrobianas (Karaman
et al. 2010, Patil et al. 2010, Sanchez 2010, Vega
& Franco 2013).

De acuerdo a lo informado por Royse (2014),
basado en los datos aportados por la Chinese Edi-
ble Fungi Association (CEFA), la produccion
mundial de hongos comestibles se incremento
mas de 25 veces desde 1978, alcanzando aproxi-
madamente 27 millones de toneladas en 2012. El
género Agaricus L..:Fr. emend Karst., princi-
palmente el champiidn, A. bisporus (J.E.Lange)
Imbach, contribuye con el 30 % de la productivi-
dad. El segundo lugar lo ocupan las especies del
género Pleurotus (Jacq.) P. Kumm. con el 27 %.
Y, en tercer lugar, se encuentra Lentinula edodes
(Berk.) Pegler (shiitake), con cerca del 17 %.

En Argentina, P. ostreatus se cultiva comer-
cialmente desde hace cerca de 30 afios (Albertd
2014). En la region del Alto Valle del Rio Negro y
Neuquén la produccion de hongos girgolas se ini-
ci6 hace unos 20 afios. El cultivo se realiza sobre
tocones de madera blanda como el alamo (Popu-
lus alba 1..) para su consumo en fresco, deshidra-
tado y en conserva (De Michelis et al. 2009, Zu-
nino 2010). Si bien estas experiencias regionales
estan relacionadas con el cultivo de P. ostreatus,
el sustrato que emplean (tocones de alamo), no
implica la utilizacién y bioconversion de residuos
agroindustriales.

En virtud de la probleméatica ambiental que se
establece en torno a la acumulacion de residuos
solidos de alto contenido organico por las
industrias fruticolas de la region y de la creciente
necesidad de certificacion de gestion ambiental
bajo normas internacionales de la serie ISO 14000
(Cascio et al. 1997) de los procesos productivos,
resulta de interés considerar el bagazo de pera y
manzana como elementos potenciales en la elabo-
racion de sustratos para la produccién de hongos
comestibles.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la capa-
cidad de P. ostreatus y A. aegerita, para colonizar
residuos de las industrias ligadas a la extraccion
de jugos de pera y comparar las curvas de creci-

miento sobre estos sustratos durante la etapa de
desarrollo micelial en ensayos de fermentacion en
fase solida.

Los resultados obtenidos en esta etapa corres-
ponden al inicio de una linea de investigacion con
estas especies tendientes a seleccionar las combi-
naciones cepas-sustratos mas apropiadas para la
bioconversion de orujos provenientes de indus-
trias agroalimentarias y la produccion de hongos
comestibles.

Material y métodos

Material fangico

Para este trabajo se emplearon tres cepas de P.
ostreatus y una de A. aegerita, depositadas en el
Cepario FACA-UNCo, Laboratorio de Hongos
Comestibles y Medicinales, cuyas procedencias se
describen a continuacion.

Cepas de P. ostreatus:

PI-AA: Paraje Abra Ancha, Neuquén, Argentina.
Colector: Rodriguez G. FACA PI-AA 03.

PI-J: Misiones, Argentina. Colector: Rodriguez G.
FACA P1-J 07.

PI-P: Paraje Abra Ancha, Neuquén, Argentina.
Colector: Rodriguez G. FACA P1-P 12.

Cepa de A. aegerita:

Ag-I: Torino, Italia. Colector: Rodriguez G.
FACA-Agl 22.

Todas las cepas fueron conservadas en Agar
extracto de malta (AEM) a 4°C en oscuridad. El
medio de cultivo fue preparado al 10 % p/v, de
acuerdo a las indicaciones del fabricante (AEM
Britania® B0100406).

Las cepas en estudio se multiplicaron en me-
dio APG (Agar papa glucosado), que se prepard
con una infusion de papa (Solanum tuberosum L.),
D (+) glucosa y agar-agar segun las especificacio-
nes descritas por Merck (2005). Para ello se colo-
caron 20 mL del medio de cultivo en cajas de Pe-
tri de 100 mm de diametro, se inocularon con las
cepas mencionadas y se incubaron a 28 + 1 °C du-
rante dos semanas con el objeto de obtener mice-
lio activo para los ensayos de crecimiento en cajas
de Petri sobre medio AEM y sobre orujo de pera.

Sustratos

Como sustratos para estudiar el crecimiento se
emplearon orujos de pera (Pyrus communis L.)
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var. Williams Bon Chetrien, provenientes de dos
industrias jugueras de la provincia de Rio Negro
(Argentina), una ubicada en la localidad de Luis
Beltran, y la segunda en Villa Regina. Ambas pro-
ducen residuos constituidos por céscara, semillas
y restos de pulpa aunque aplican distintas tecnolo-
gias para la extraccion de jugos. La diferencia se
basa en que la primera industria realiza un trata-
miento de la pulpa con pectinasas y celulasas pre-
vio al proceso de extraccion de jugos (Ovando-
Chacon & Waliszewski 2005). De esta manera, se
obtienen dos tipos de orujo de pera con y sin trata-
miento enzimatico (O+Ez y O respectivamente).
Posteriormente, el orujo fue secado al aire y tritu-
rado con una moledora comercial de granos con lo
cual se obtuvo un tamafio de particula comprendi-
do entre 0,1 y 5 mm de diametro.

Composicion quimica de los orujos

Con el proposito de comparar la composicion qui-
mica de los orujos de pera (O+Ez y O), en rela-
cion a la capacidad de desarrollo micelial de las
cepas analizadas en este trabajo, se prepararon
muestras compuestas a partir de la seleccion al
azar de tres submuestras de cada orujo. Se lleva-
ron a peso seco a 65°C y se trituraron hasta un ta-
mafio de particula igual o inferior a 1 mm. Se mi-
di6 el pH de los orujos previamente hidratados
con agua al 70 % (p/p). Sobre las muestras secas
se determiné el contenido de nitrogeno total (N)
por el método de Kjeldahl, cenizas totales (Cen),
fibra detergente neutro y acido (FDN y FDA) y
lignina en detergente acido (LDA), de acuerdo a
la metodologia descripta en Van Soest et al.
(1991) y Horwitz (2002). Las determinaciones se
realizaron por duplicado. El contenido de materia
organica (MO) se obtuvo por diferencia entre ma-
teria seca (MS) y Cen. El de carbono organico (C)
dividiendo el valor de MO por 1,724. El nivel de
celulosa se calculé como FDA-LDA.

Ensayos de crecimiento en caja de Petri

El crecimiento micelial de las cepas de seleccio-
nadas se estudio sobre medio AEM y sobre orujos
de pera (O+Ez y O) como sustrato.

Los ensayos sobre AEM se realizaron en cajas
de Petri de 100 mm de didmetro que contenian 30
mL del medio de cultivo. Para los experimentos
con orujo de pera como sustrato, el orujo se
hidraté al 70 % (p/p) en recipientes cerrados con
agua destilada durante 24 hs y se colocaron 20-25
gramos del orujo hidratado por caja de Petri.

Posteriormente, las cajas conteniendo el medio de
cultivo y el sustrato se esterilizaron en autoclave a
120°C y 1 atm de presion, durante 20 min. Las
cajas se inocularon con implantes de micelio
activo de 5 mm de didmetro desarrollado sobre
medio APG y se incubaron a 28 £ 1°C durante un
periodo de 10-12 dias.

Determinacion de la velocidad de

crecimiento micelial

El crecimiento de los hongos fue estimado en base
al didmetro de la colonia fungica. A intervalos de
24-48 h se midieron cuatro diametros, en angulos
de 0°, 45°, 90° y 135°, trazados sobre imagenes
digitales del cultivo, tomando como interseccion
el centro del inoculo. El diametro medio (D) del
micelio se calcul6 en base al promedio de las cua-
tro mediciones. Este método incorpora dos diame-
tros adicionales respecto de los empleados por
Gaitan-Hernandez (2005) y Sanchez et al. (2008),
lo cual conferiria una mayor exactitud en la esti-
macion del didmetro medio.

Se realizd el ajuste a un modelo logistico
(Sarikaya & Ladisch 1997) de D en funcion del
tiempo t mediante la funcion (1). La velocidad
maxima de crecimiento micelial (vima) se calculd a
partir de la pendiente maxima de la tangente a la
curva del modelo logistico. El valor de vm. se
obtuvo mediante la expresion (2), y el tiempo en
alcanzar 1a Vma (fmax) con la formula (3). Se
determiné también el tiempo de latencia (#.) con
la expresion (4), como el punto en el que la
maxima tangente intercepta el eje horizontal
(Zwietering et al. 1990):

D(f)=— 4 :a*b
) Dl)=0—— @ V=
In(< In(£)-2
o MGy )
max d lat d

donde a, b, ¢ y d son constantes de ajuste del mo-
delo.

Disefo experimental y analisis estadistico

En un primer experimento, se emplearon las cepas
de P. ostreatus P1-AA, PI-P, P1-] y A. aegerita Ag-
I, cultivadas en medio AEM y orujo de pera con
tratamiento enzimatico previo el proceso de ex-
traccion de jugos (O+Ez). En un segundo ensayo,
se seleccionaron la cepas de P. ostreatus P1-P y Pl-
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J para analizar su desarrollo en los dos tipos de
orujo de pera O+Ezy O.

En el analisis de la velocidad de crecimiento
de las cepas en medio AEM y orujo O+Ez se
empled un disefio factorial (2 sustratos x 4 cepas)
con 3 repeticiones. En el caso de las cepas de P.
ostreatus cultivadas sobre los sustratos O+Ez y O
se us6 un disefio factorial (2 sustratos x 2 cepas)
con 5 repeticiones.

Los resultados se evaluaron mediante un
ANOVA por medio del test LSD Fisher (p < 0,05)
usando la vmax como variable dependiente. Previa-
mente se verifico la distribucion normal de los
datos a través de la prueba de Shapiro-Wilks
(Balzarini et al. 2008).

Resultados y discusién
Analisis de las curvas de crecimiento
micelial

En una primera instancia se seleccion6 el medio
de cultivo AEM como medio testigo para analizar
el ajuste de la curvas de crecimiento de las cepas
de P. ostreatus y A. aegerita, ya que sus caracte-
risticas nutritivas favorecen el crecimiento de la
mayoria de hongos. De un modo similar, Gaitan-
Hernandez (2005) selecciono este medio de culti-
vo como referencia al evaluar el efecto de distin-
tos suplementos organicos sobre el crecimiento
micelial de diferentes cepas de Pleurotus eryngii
(DC. : Fr.) Quél. Asimismo, Jasinska et al. (2012)
en estudios sobre la velocidad de crecimiento mi-

celial de dos cepas de A. aegerita sobre diversos
medios de cultivo que incluian medios comercia-
les con agar y adicionados de extractos vegetales,
informaron que el medio AEM es uno de los mas
aptos para el desarrollo micelial.

En una segunda etapa, se evalud la capacidad
de las cepas en estudio para colonizar residuos de
las industrias ligadas a la extraccion de jugos de
pera.

Las curvas de crecimiento micelial de las colo-
nias de las cepas estudiadas sobre AEM y orujo de
pera (O+Ez y O) mostraron un buen ajuste a un
modelo logistico. En todos los casos, los coefi-
cientes de determinacion R* fueron superiores a
0,97 y, en la mayoria de ellos, proximos a 1
(Tablas 1y 2).

Este comportamiento, caracteristico del desa-
rrollo microbiano (Madigan et al. 2004), eviden-
cia una primera fase de latencia que estaria aso-
ciada a la sintesis de enzimas que permiten la uti-
lizacion de los nutrientes del medio, una segunda
fase exponencial en la que se obtiene la velocidad
maxima de crecimiento (vmax) y una tercera fase
estacionaria donde la velocidad de crecimiento
disminuye debido, posiblemente, a la menor
disponibilidad de nutrientes y a la acumulacion de
desechos toxicos.

Este tipo de cinética de crecimiento estd de
acuerdo con Sarikaya & Ladisch (1997), al descri-
bir el modelo de crecimiento de P. ostreatus en
sistemas de fermentacion en fase sélida, emplean-
do residuos de cosecha (tallos, vainas y hojas) de
colza (Brassica napus L.). Estos autores observa-

Cepas Medio de cultivo: AEM Sustrato: O+Ez
brat timax Vimax R2 tiat tmax Vimax 2
(dia) (dia) (cm/dia) (dia) (dia) (cm/dia)

PI-AA |2,3+0,155+0,1 1,86 +0,06° 0,99|1,3+0,47,2+0,7 1,01 £0,05° 0,99
P-J [25+0,24,2+0,1 3,04+0,19° 0,99(0,8+0,46,3+1,3 0,95+0,05° 0,99
PI-P [3,0+0,35,0+0,1 2,64 +0,13° 0,97|{1,1+0,86,4+1,5 0,95+0,14° 0,99
Ag-l |3,0+£0,288+0,8 1,35+0,05¢ 099(06+21 >10 0,43*£0,107 0,98

Tabla 1: Desarrollo micelial sobre medio AEM y orujo de pera con tratamiento enzimatico previo (O+Ez) evaluado a través de la velocidad
de crecimiento micelial maxima (vma), del tiempo en alcanzar la misma (#max) y del tiempo de latencia (%) de las cepas de P. ostreatus (Pl-
AA, P1-J, PI-P) y A. aegerita (Ag-1). Se muestran los valores medios * desvios estandar y los coeficientes de determinacion R?
correspondientes al ajuste de los didmetros miceliales en funcion del tiempo mediante una funcion logistica.

*Valor estimado asumiendo validez del modelo logistico para tiempos mayores que 10 dias. Letras distintas, para una misma fila o
columna, indican diferencias significativas (n = 5) segun el test de LSD Fisher (p <0,05).

Table 1: Mycelial growth on AEM medium and pear pomace with enzymatic pretreatment (O+Ez) evaluated by the maximum mycelial
growth rate (vmax), the time to reach it (fmix) and the lag time (%) of strains of P. ostreatus (P1-AA, P1-J, PI-P) and A. aegerita (Ag-1). Mean
values + standard deviations and coefficients of determination R? for the fit of the mycelial diameters versus time using a logistic function are

shown.

*Estimated value assuming validity of the logistic model for times longer than 10 days. Different letters, for the same row or column
indicate significant differences (n = 5) according to Fisher LSD test (p <0.05).
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Sustratos: Orujos de pera
O+Ez (0]

Cepas

trat tmax Vimax R? trat tmax Vimax R?
(dia) (dia) (cm/dia) (dia) (dia) (cm/dia)

PI-J |10,6+0,4 59+0,6 0,94+0,05%0,99(1,2+0,5 87+1,7 0,77+0,10° 0,99
PI-P |0,8+0,6 6,2+1,2 0,93+0,13°1,00(2,3+0,7 >12 0,71*+0,07" 1,00

Tabla 2: Efecto del tipo de sustrato sobre la capacidad de crecimiento evaluada a través de la velocidad de crecimiento maxima (Vmax), del
tiempo en alcanzar la misma (#m.) y del tiempo de latencia (%), para las cepas de P. ostreatus (P1-J, P1-P). Se muestran los valores medios *
desvios estandar y los coeficientes de determinacion R? correspondientes al ajuste de los didmetros miceliales en funcion del tiempo
mediante una funcion logistica.
*Valor estimado asumiendo validez del modelo logistico para tiempos mayores que 12 dias. Letras distintas, tanto para cepas como para
sustratos con y sin tratamiento enzimatico previo (O+Ez y O), indican diferencias significativas (n=5) segun el test de LSD Fisher (p <
0,05).
Table 2: Effect of substrate type on growth capacity evaluated by the maximum growth rate (vma), the time to reach it (#m.) and the lag time
(ti)) for strains of P. ostreatus (P1-J, PI-P). Mean values * standard deviations and coefficients of determination R? for the fit of the mycelial
diameters versus time using a logistic function are shown.
*Estimated value assuming validity of the logistic model for times longer than 12 days. Different letters for both strains as substrates with
and without enzymatic treatment (O+Ez and O) indicate significant differences (n = 5) according to Fisher LSD test (p < 0.05).

ron que las mediciones del didmetro micelial pre- resultados indicarian que ambos tipos de hongos
sentan un buen ajuste a un modelo logistico, aun- pueden sintetizar las enzimas requeridas para la
que el ajuste resulté mejor atin cuando se utilizo el adecuada utilizaciéon de los nutrientes del medio
area de las colonias como variable en lugar de los AEM.
valores de diametro micelial promedio. En la fase de crecimiento exponencial, en la
Por su parte, Gaitan-Hernandez (2005) analizo que se alcanza la velocidad de crecimiento max-
la evolucion del didmetro micelial promedio de P. ima (Vma), S€ Observé un comportamiento similar.
eryngii sobre AEM y medios suplementados con El valor de vmx (Tabla 1) obtenida por ajuste
paja de trigo, aserrin de encino (Quercus sp.) y de logistico a partir de los datos experimentales
eucalipto (Eucalyptus sp.), evidenciandose un representados en la figura 1A para Ag-I resulté un
comportamiento lineal del didmetro en funcién 44 % menor que el correspondiente a Pl-J. La eva-
del tiempo. luacion de fm.x mostrd que las cepas de P. ostrea-
Cabe mencionar que para las curvas de creci- tus estudiadas lograron alcanzar 1a Viax luego de 4-
miento de Ag-I sobre orujo de pera, en el tiempo 5 dias de incubacion en medio AEM, mientras que
en que se efectuaron las mediciones, los valores el tiempo correspondiente a Ag-I, estimado
experimentales también presentaron un ajuste mediante ajuste logistico, fue de aproximada-
lineal (R*=0,97). Sin embargo, dado el comporta- mente 9 dias, muy cercano al momento en que el
miento evidenciado sobre AEM, se considerd desarrollo de las cepas colonizo6 la caja completa
como vilido el ajuste logistico también para Ag-I (Fig. 1 A).
sobre orujo de pera. Dado que los resultados correspondientes a la

fase de crecimiento exponencial dependen de las

Evaluaciéon de la capacidad de crecimiento .. . . .
condiciones de cultivo (composicién del medio,

de cepas temperatura, etc.) y de las caracteristicas genéticas
Seglin se observa en la figura 1A, el desarrollo de de los microorganismos (Madigan et al. 2004),
A. aegerita sobre AEM fue menor que el de P. seria posible indicar que el medio AEM permite
ostreatus 'y solo llegd a cubrir la caja de Petri que las cepas de P. ostreatus ensayadas alcancen
después de 10 dias de incubacion a 28°C. Entre una mayor velocidad de division celular en rela-
las cepas de P. ostreatus analizadas, P1-J fue la cion a 4. aegerita (De Ledn et al. 2012).
que evidencié mejor desarrollo logrando colonizar Entre las cepas de P. ostreatus estudiadas se
la caja completa luego de 6 dias. encontraron diferencias significativas en los valo-
El andlisis de las curvas de crecimiento evi- res de vma, Pl-J presentd el mayor valor (3,04
dencid, sin embargo, que el tiempo de latencia cm/dia) y PI-AA el menor (1,86 cm/dia), con lo
(Tabla 1) para A. aegerita es similar al de las que se evidencia que PI-J seria la mas apta para

cepas de P. ostreatus ensayadas (2-3 dias). Estos desarrollar en el medio AEM.
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Figura 1. Desarrollo micelial de cepas de P. ostreatus (P1-J, P1-P
y PI-AA) y A. aegerita (Ag-I). A: cultivadas en medio AEM; B:
sobre orujo de pera con tratamiento enzimatico previo (O+Ez). Se
representan los valores medios y desvios estandar del diametro
micelial de las colonias. Las lineas corresponden al ajuste de los
datos experimentales mediante una funcion logistica.

Figure 1. Mycelial growth of P. ostreatus (P1-J, PI-P y PI-AA)
and A. aegerita (Ag-1) strains. A: cultured in medium AEM; B:
in pear pomace with enzymatic pretreatment (O+Ez). Mean
values and standard deviations of the mycelial colony diameter
are shown. The lines correspond to the fit of the experimental data
using a logistic function.

Luego de estudiar las curvas de crecimiento en
medio AEM empleado como testigo, se analizé la
capacidad de desarrollo micelial sobre orujo de
pera (O+Ez) de las cepas, dada su aptitud para
degradar diferentes sustratos lignocelulosicos
(Philippoussis et al. 2001, Nyochembeng et al.
2008, Sanchez 2010, Rizki & Tamai 2011).

Seglin se observa en la Fig. 1B, el crecimiento
micelial sobre el sustrato O+Ez evidencié mayo-
res restricciones para el desarrollo de Ag-I cuyas
colonias alcanzaron luego de 10 dias de incuba-
cion un diametro medio de s6lo 4 cm mientras que
las cepas de P. ostreatus lograron un didmetro de
8 cm luego en este tiempo, no evidenciandose di-
ferencias significativas asociadas al tipo de cepa.

Sin embargo, el crecimiento sobre el sustrato
O+Ez en comparaciéon al desarrollo en medio
AEM mostr6 un menor tiempo de latencia (Tabla
1).

En la fase de crecimiento exponencial sobre
O+Ez, el analisis estadistico de los valores de Vi
no mostrd diferencias significativas asociadas a
las cepas de P. ostreatus analizadas, mientras que
el valor obtenido para Ag-I resultd significativa-
mente menor (Tabla 1). Con respecto al tiempo en
alcanzar la vmx se observo que las cepas de P.
ostreatus, lograron alcanzar la v luego de 6-7
dias cuando desarrollaron sobre orujo de pera
O+Ez. Cuando Ag-I desarrolld sobre O+Ez, el
modelo logistico predijo un valor de #u..x superior
a la duracion de los ensayos (10 dias), con lo cual
el valor de vmax fue estimado asumiendo validez
del modelo para mayores tiempos de incubacion.

Esto concuerda con lo observado por Nicolini
et al. (1987) quienes informaron una mayor efi-
ciencia de bioconversion de residuos industriales
de naranja y uva para P. ostreatus con respecto a
A. aegerita. Estudios realizados por Philippoussis
et al. (2001) evidenciaron también que P. ostrea-
tus coloniza mas rapido y fructifica antes sobre
paja de trigo y desechos de algodon en compara-
cion con A. aegerita. Segun estos autores, dicho
comportamiento estaria asociado a los altos conte-
nidos de lignina y a una baja relacion celulosa:lig-
nina de estos sustratos que ejercen un efecto nega-
tivo mas marcado sobre el crecimiento y fructifi-
cacion de A. aegerita que sobre P. ostreatus.

El desarrollo micelial sobre el sustrato O+Ez
en comparacion al medio AEM, evaluado en la
fase de crecimiento exponencial, fue significativa-
mente menor. Los valores de vmax obtenidos sobre
O+Ez evidenciaron una reduccioén del 30 al 50 %
con respecto a los alcanzados en medio AEM
(Tabla 1).

Las diferencias encontradas entre el desarrollo
en medio AEM, empleado como testigo, y sobre
orujo de pera estarian asociadas a la composicion
quimica de los mismos. El medio AEM posee ca-
racteristicas nutritivas que favorecen el crecimien-
to de la mayoria de hongos ya que proporciona los
nutrientes como moléculas mas simples, particu-
larmente maltosa, glucosa, celobiosa y peptona.
La importancia del carbono y por lo tanto de los
carbohidratos, radica en que cerca de la mitad del
peso seco de las células fungicas es carbono. Las
peptonas, productos que resultan de la digestion
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de materiales proteicos, aportan nitrégeno ami-
nico que constituye una fuente de nitrogeno orga-
nico para la mayoria de hongos (De Leon ef al.
2012).

Efecto del tipo de orujo de pera sobre el
crecimiento de cepas de P. ostreatus

Considerando que las industrias jugueras de la re-
gion del Valle Medio del Rio Negro (Argentina)
emplean tecnologias diferentes en la etapa de ex-
traccion de jugos, resultd de interés analizar la ca-
pacidad de crecimiento de cepas de P. ostreatus
sobre los dos tipos de orujo (O+Ez y O) que se
producen.

En esta etapa del trabajo se seleccionaron las
cepas de P. ostreatus que, con respecto a la de A.
aegerita, presentaron un mejor desarrollo sobre
orujo de pera (Fig. 1B).

PI-J s I

O T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12

Dias de incubacion

Figura 2. Desarrollo micelial de cepas de P. ostreatus Pl-J
(arriba) y PI-P (abajo) sobre orujos de pera con tratamiento
enzimatico previo (O+Ez) y sin pretratamiento enzimatico (O). Se
representan los valores medios y desvios estandar del diametro
micelial de las colonias. Las lineas corresponden al ajuste de los
datos experimentales mediante una funcion logistica.

Figure 2. Mycelial growth of P. ostreatus strains P1-J (above) and
PI-P (bottom) on pear pomace with enzymatic pretreatment
(O+Ez) and without enzymatic pretreatment (O). Mean values
and standard deviations of the mycelial colony diameter are
shown. The lines correspond to the fit of the experimental data
using a logistic function.

Seglin se muestra en la figura 2, el orujo con trata-
miento enzimatico previo al proceso de extraccion
de jugos (O+Ez) fue el mas apropiado para el
desarrollo de las cepas de P. ostreatus Pl-J y P1-P,
aunque durante el tiempo de incubacion estudiado
no alcanzaron a cubrir la caja completa. A los 12
dias de desarrollo en O+Ez, el didmetro micelial
medio para Pl-J alcanzé un valor de 9 ¢cm, mien-
tras que para PI-P fue de 8 cm.

El analisis de los parametros de crecimiento
(Tabla 2) obtenidos a partir del ajuste logistico de
las curvas de crecimiento indica que O+Ez es el
sustrato mas adecuado para permitir el desarrollo
micelial, tanto en la fase de latencia (#.) como en
la fase exponencial (fmax Y Vinax)

En la etapa de crecimiento exponencial, el
valor de vm. resultd significativamente mayor
para ambas cepas sobre O+Ez (0,94 cm/dia y 0,93
cm/dia) en comparacion a O (0,77 cm/dia y 0,71
cm/dia).

El periodo en alcanzar la vy fue de aproxima-
damente 6 dias para P1-J y PI-P cuando el desarro-
llo micelial se evalué sobre O+Ez y de unos 9 dias
para P1-J en el orujo sin pretratamiento enzimatico
0O).

Cuando PI-P desarrolldo sobre O, el modelo
logistico predijo un valor de #n. Superior a la
duracion de los ensayos (12 dias), con lo cual el
valor de v fue estimado asumiendo validez del
modelo para tiempos mayores.

Se evalué ademas la composicion quimica ini-
cial (Tabla 3) de los sustratos empleados para el
cultivo de P. ostreatus en ensayos de fermentacion
en fase solida con el objeto de explicar las dife-
rencias encontradas en las curvas de crecimiento
micelial sobre dos tipos de orujos de pera produci-

Sustrat C NLDACelHCelc
ustratos % MS PH A N

O+Ez 56,48 0,970 17,67 36,97|4,5 2,09 58,22

(0] 56,73 0,704 22,09 30,76|3,9 2,57 80,65

Tabla 3: Composicion quimica de los sustratos empleados para el
cultivo de P. ostreatus y A. aegerita en ensayos de fermentacion
en fase solida. O+Ez: orujo con tratamiento enzimatico previo al
proceso de extraccion de jugos; O: orujo sin tratamiento
enzimatico; N: nitrégeno total; LDA: lignina en detergente acido;
Cel: celulosa; C: carbono orgéanico.

Table 3: Chemical composition of the substrates used in assays of
P. ostreatus and A. aegerita under solid state fermentation. O+Ez:
pomace with enzymatic pretreatment; O: pomace without
enzymatic treatment; N: total nitrogen; LDA: acid detergent
lignin; Cel: cellulose; C: organic carbon.
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dos por las industrias jugueras de la region (O+Ez
y O).

El orujo con tratamiento enzimatico previo
(O+Ez) seria el mas adecuado para permitir el
desarrollo micelial de las cepas de P. ostreatus
ensayadas ya que el contenido de nitrogeno total
(0,97 %) y relacién C/N (58,22) son los que mas
se aproximan a los informados como 6ptimos para
las etapas de colonizacion del sustrato y fructifica-
cion (Tabla 3).

Diversos autores indican que para lograr eleva-
dos rendimientos en el cultivo de Pleurotus spp. el
contenido de nitrogeno de los sustratos deberia ser
superior al 0,5 % y una relacion C/N menor a 50
(Philippoussis et al. 2001, Nyochembeng et al.
2008, Sanchez ef al. 2008, Rizki & Tamai 2011).

Nyochembeng et al. (2008) investigaron el
crecimiento de hongos comestibles y la biodegra-
dacion de residuos de cultivos en vistas a lograr
un ecosistema autosuficiente. Los resultados obte-
nidos evidenciaron que para el crecimiento mice-
lial y fructificacion optimo de L. edodes y P.
ostreatus se requieren cantidades significativas de
nitrégeno, los cuales pueden ser inadecuados en
algunos residuos de cultivos.

De un modo similar, Sanchez et al. (2008) y
Rizki & Tamai (2011) en estudios sobre el rendi-
miento del cultivo de P. ostreatus empleando dife-
rentes sustratos lignoceluldsicos con niveles varia-
bles de nitrogeno observaron una concordancia
entre la relacion C/N y productividad.

Por su parte, Philippoussis et al. (2001) infor-
maron que la velocidad de crecimiento micelial y
la productividad del cultivo de diferentes cepas de
P. ostreatus sobre residuos lignocelulésicos pre-
senta correlacion positiva con la relacion C/N y
celulosa/lignina, dado que la lignina es menos efi-
ciente que la celulosa como fuente de Carbono.
En este sentido, cabe destacar ademas que O+Ez
presenta una menor relaciéon Cel/LDA en compa-
racion a O (2,09 y 2,57 respectivamente), lo que
justificaria entonces la mejor aptitud de este tipo
de orujo para permitir el desarrollo micelial.

El valor de pH medido en los orujos hidratados
(4,5 y 3,9 para O+Ez y O, respectivamente) podria
ser otro factor que permitiria explicar el mejor
desarrollo de P. ostreatus sobre O+Ez ya que pre-
viamente hemos encontrado que en medio liquido
los valores maximos de produccion de biomasa
micelial se obtienen a pH 5,5 (Barral ef al. 2013).

La variacién en la composicion quimica de los

orujos analizados en este trabajo (O+Ez y O) po-
dria estar relacionada con la digestion enzimatica
con pectinasas y celulasas (Ovando-Chacon &
Waliszewski 2005) durante el proceso de extrac-
cion de jugos. Estas enzimas, al degradar los poli-
sacéridos estructurales presentes en la pared celu-
lar de los vegetales, facilitan a los hongos la dis-
ponibilidad de nutrientes intracelulares y permiti-
rian el mejor desarrollo sobre el orujo O+Ez de
PI-P y PI-J, con respecto al orujo sin pretrata-
miento enzimatico (O).
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