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RESUMEN

Uno de los procesos mas viables econdmicamente para la bioconversion de residuos
lignocelul 6sicos es la produccién de setas comestibles con el empleo de la fermentacion
en estado solido (FES), acanzandose como resultado del proceso, productos de ato
valor agregado. Es importante evaluar el grado de bioconversion o biodegradacion que
presentan los diferentes sustratos por Pleurotus, pues es un proceso de dependencia
multifactorial. El objetivo de este trabajo fue realizar la valoracion de la biodegradaci on,
para lo cual se escogieron la pulpa de café y la cascara de cacao como sustrato. Como
medida se evaluaron, ademéas de la bioconversién, la eficiencia bioldgica, la relacion
C/IN y cambios en la composicion inicial y final de los sustratos. Los resultados
muestran cambios en los siguientes parametros. relacion C/N, fibra bruta, lignina,
polifenoles, cafeina, materia organica, y en los niveles de bioconversion en ambos
residuos. Los mas notorios fueron las disminuciones en el contenido de cafeina, fibra
bruta, relacion C/N, lignina y polifenoles. En la valoracion realizada de diferentes
sustratos puros y mezclados, se evidencia la importancia que tiene la composicion
qguimicay las caracteristicas fisicas de los sustratos para €l desarrollo y crecimiento del
Pleurotus spp. y por tanto, para la biodegradacion de los mismos. Por otra parte,
algunos factores muestran una relacion directa o indirecta con la biodegradacion, pero
no se pueden considerar condicionantes absolutas pues estan sujetas a la influencia de

muchos factores.

Palabras claves: Pleurotus spp., fermentacion en estado solido, sustratos
lignocelul ésicos, biodegradacion.
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ABSTRACT

One of the more economically viable for lignocellulosic wastes bioconversion processes
is the production of edible mushrooms by solid state fermentation (SSF), obtaining high
value-added products as a result of the process,. The evaluation of the degree of
biodegradation or bioconversion of different substrates by Pleurotus, is important,
because it is a multifactorial process. The objective of this work was the assessment of
biodegradation, for that, coffee pulp and cocoa husks, were chosen. Besides the
bioconversion, were evaluated biological efficiency, C/N ratio and changes on initial
and final composition of the substrates. The results show changes in the following
parameters: C/N ratio, crude fiber, lignin, polyphenols, caffeine, organic matter, and
bioconversion levels in both residues. Decreases in caffeine content, crude fiber, C/N
ratio, lignin and polyphenols were the most notable. In the assessment of different pure
and mixed substrates, the importance of chemical composition and physical
characteristics of the substrates for the development and growth of Pleurotus spp was
evident, and therefore, for biodegradation of them. Moreover, some factors have a direct
or indirect relationship with the biodegradation, but can not be considered as absolute
conditions since are subject to the influence of many factors.

Key words: Pleurotus spp., solid state fermentation, lignocellulosic substrate,
biodegradation.
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1. INTRODUCCION

Uno de los grandes retos de la comunidad internacional en el siglo XXI, es convertir los
procesos productivos en sostenibles, desempefiando la biotecnologia un papel
importante en esta transformacion tecnoldgica, a dirigir sus investigaciones en este
campo, hacia la utilizacion de nuevas herramientas que prevengan, controlen y
remedien la contaminacion ambiental.

Grandes cantidades de materiales lignocelulésicos son generados en industrias de
diversos tipos tales como las del papel, la forestal, cafetalera, azucarera, entre otras; se
estima que esta en e orden de 2-10'° t/afio. Los residuos lignocelul6sicos de dichas
industrias podrian transformarse en productos utilizables tales como proteina flngica y
forrge para € ganado, combustibles liquidos, acidos organicos, glucosa y alcoholes
(Phillippoussis, 2011), sin embargo, la mayoria se convierten en fuente de problemas
ambientales, pues son vertidos indiscriminadamente a medio sin tratamiento alguno,
ocupando mucho espacio; su degradacion natural es lenta y casi imposible en los
volimenes que se genera (Valaskova y Baldrian, 2005).

Los procesos biotecnol égicos son considerados como una aternativa para contrarrestar
los efectos nocivos que su acumulacién produce, transformando |os residuos generados
en productos Utiles y de ésta manera utilizar sus potencialidades por medio de
bioprocesos. Uno de los procesos mas viables econdmicamente para la bioconversiéon de
residuos lignocelulésicos (Chang, 2007) es la produccion de setas comestibles con €

empleo de lafermentacién en estado sdlido (FES).

Los hongos se encuentran entre los microorganismos responsables del reciclaje del
carbono proveniente de la lignina, tanto por su capacidad hidrolitica como por su
distribucion, o potenciadidad como degradadores de lignina, valorandose como
organismos lignoceluloliticos por excelencia. Entre ellos existen algunos con mayor
capacidad degradativa de lignina, como los que producen la llamada “pudricion blanca”
gue presentan un sistema enzimético poco especifico con un uso potencia en la
transformacion de compuestos contaminantes y xenobiéticos (Dahara et al., 2013),
desempefiando un importante papel en e proceso de bioconversién, ya que son capaces

de reducir grandes cantidades de residuos, minimizar la contaminacién, y formar
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productos de interés para la industria de los alimentos, papel, farmacosy la agricultura

entre otras.

Esta categoria definida por €l tipo de pudricion que causan en la madera, contiene
cientos de especies de Basidiomicetos, capaces todas de degradar la lignina, celulosay
hemicelulosa de la madera, pero la velocidad y extension de la degradacion de cada
componente de la pared celular varia considerablemente en funcion de la especie,
condiciones de fermentacion y tipo de material lignoceluldsico. (Sales, 2009;
Sarmientos 2011; Joselau y Ruel, 1994; Carlile et al., 2001; Bermudez et al, 2002).

El basidiomiceto Pleurotus spp. es un hongo de pudricién blanca capaz de degradar
celulosa, hemicelulosa y lignina. Se desarrolla bien en presencia de sustratos que
contienen materiales lignoceluldsicos, en su forma silvestre se encuentra en
Norteamérica, Asia, Europay en el tropico; su produccion a partir de sustratos sintéticos
bajo condiciones controladas tiene aproximadamente medio siglo en China y Japén
(Montoya et al., 2009; Chang, 2007; Garzon, 2012; Sanchez y Royse, 2002).

En la actualidad distintos grupos de trabajo en e mundo (Romero, 2010; Albertd, 2003;
Ravera, 2008; Fan, 2003), se dedican a estudio del aprovechamiento de residuos
agroindustriales o forestal es asociados a alimentos y relacionados con |a transformacion
de los productos lignocelulésicos, |os que proveen soporte y algunos nutrientes para el
desarrollo de estos hongos que convierten la celulosa y lignina en abonos para la
agricultura, alimento humano y alimento para rumiantes (Morrillo, 2013; Luna et al.
2013; Bermudez, 2014).

Con estos fines se ha cultivado e investigado el hongo Pleurotus spp., € cual es uno de
los hongos de pudricion blanca més estudiado y se cultiva como seta comestible, a nivel
mundial esta entre los cuatro mas expandidos; por sus facilidades para crecer sobre una
gran diversidad de residuos agroindustriales, por 1o simple de su tecnologia de cultivo y

por la calidad nutritiva 'y organoléptica de su cuerpo fructifero (Sanchez y Royse, 2002).

El Centro de Estudios de Biotecnologia Industrial (CEBI), de la Facultad de Ciencias
Naturales de la Universidad de Oriente, ha estudiado y profundizado en varios aspectos
sobre la valorizacion de diferentes residuos agroindustriales en el cultivo de hongos
comestiblessmedicinales Pleurotus spp. para la obtencion de productos de valor

afadido, tales como biomasa micelial (Garcia, 2008), setas comestibles (Bermudez,
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2014), enzimas (Garcia, 2008; Rodriguez, 2006) y compuestos medicinales (Morris,
2012).

El presente trabajo esta dirigido a la evaluacién de la degradacién que produce € hongo
Pleurotus spp. sobre sustratos lignocelulésicos con el empleo de la FES, ya que,
mientras més conocimiento se tenga acerca del proceso de biodegradacion, mayores
aplicaciones se pueden alcanzar en la obtencién de productos de mayor valor agregado

para el desarrollo de procesos sostenibles (Phillippoussis, 2011).
Problema

La acumulacion de los grandes volUmenes de residuos lignocelulésicos que genera la
agroindustria y que en la mayoria de las ocasiones se vierte a medio sin tratamiento,
provoca contaminacién, deteriorando e medio ambiente, sin embargo por su
composicién quimica, presentan potencialidades que son atractivas y no se aprovechan
para ser utilizados como materia prima en diferentes tecnologias, empleando procesos

biotecnol 6gicos, que conlleven a su biodegradacion.
Hipotesis

Es posible la biodegradacion de residuos lignocelulésicos por Pleurotus spp. con €

empleo de lafermentacién en estado sdlido.
Objetivo general

Evaluar la capacidad de Pleurotus spp. en la biodegradacion de residuos

lignocelul ésicos con el empleo de la fermentacion en estado sdlido.
Obj etivos Especificos

1. Redizar la caracterizacién quimica, fisica y bromatolégica de los sustratos
lignocelulésicos a inicioy final de la etapa de fermentacion.

2. Determinar el nivel de biodegradacion de los sustratos empleados, sobre la base de
los parametros. bioconversion, eficiencia bioldgica, relacién C/N y cambios en la

composicion inicial y final de los sustratos.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Sustratos lignocelulésicos. Evaluacion de la biodegr adacion.

Durante el desarrollo de las actividades productivas de la mayoria de los cultivos
agricolas y de los procesos industriales relacionados con su transformacion, se generan
grandes cantidades de residuos que por |o general son considerados subproductos de
muy baja importancia econdmica, dentro los que predominan los de naturaleza
lignocelulésica, subproductos fibrosos de interés para la produccién de energia
(Alvarez, 2012), como posible fuente directa de alimentos para animales, en la
produccion de alimentos para consumo humano y de fertilizantes (Rodriguez y
Jaramillo, 2005).

Actualmente el contenido y la estructura de lignina y su entrecruzamiento con
polisacaridos son factores limitantes en e aprovechamiento lignocelulésico. En
procesos con biomasa se requieren pretratamientos optimizados para aumentar la
accesibilidad de enzimas hidroliticas a los polisacaridos, por g emplo para aumentar €l
rendimiento de sacarificacion con el fin de producir biocombustibles o para la
conversion en otros productos (Ferraz, 2004).

Se han desarrollado diversos métodos que mejoran la hidrdlisis de la lignocelulosa,
como los pretratamientos fisicoquimicos y biologicos (Cuervo et al., 2009), la finalidad
del pretratamiento es remover la lignina, hidrolizar la hemicelulosa a azlcares
fermentables, y reducir la cristalinidad de la celulosa para liberar la glucosa. Estos
conocimientos podrian cambiar drésticamente las estrategias para aumentar €l

aprovechamiento lignocel ulésico mediante técnicas de biorrefineria (Cardenas, 2012).

La fermentacion en e medio natural es considerada como un procedimiento de
preparacion de sustrato para cultivo de Pleurotu ssp. especificamente desarrollado en
algunos paises del continente americano como México, Cubay Colombia, con €l fin de
aprovechar algunos subproductos agroindustriales de gran disponibilidad y que no se

procesan con facilidad con otras técnicas conocidas. (Sanchezy Royse, 2002)

Las caracteristicas més comunes que tienen los sustratos en estado fresco, es que
contienen cantidades apreciables de materiales facilmente fermentables, susceptibles de
contaminaciones bacterianas, fungicas y de invasiones de insectos, etc., asi como que

necesitan ser homogeneizados y estabilizados para un mejor manegjo y aprovechamiento

4
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posterior. Para ser utilizados como sustratos del género Pleurotus, la solucion general a
estas cuestiones ha sido someterlos a un proceso previo de fermentacién natural.
(Sanchez y Royse, 2002)

En la actualidad distintos grupos de trabajo latinoamericanos (como Venezuela, México,
Ecuador, Cuba, Chile), Egipto y paises del este del continente asidtico (Fan 2003,
Albertdé 2003, Ravera 2008, Romero 2010, Garcia 1999), se dedican a estudio del
aprovechamiento de residuos agroindustriales o forestales asociados a alimentos y
relacionados con la transformacion de los productos lignoceluldsicos. Estos proveen
soporte y algunos nutrientes para el desarrollo de ciertos tipos de hongos que convierten
la celulosa y lignina en abonos para la agricultura (Mustelier, 2010; Morillo 2013),

alimento para rumiantes (Lunay col. 2013), alimento humano y abono (Serrano, 2012)

Dentro de los parametros mas comunmente empleados para evaluar el grado de
biodegradacion del sustrato esta la eficiencia biolégica, encontrandose que, de forma
general, existe una relacion directa entre ésta y los niveles de degradacion del sustrato
(LOpez 2005).

En trabgjo realizado por Varnero et al (2010) sobre la potencialidad de residuos
forestales como sustrato para cultivo de Pleurotus ostreatus, analizan la composicién
guimica del sustrato inicial y remanente (Tabla 1), distintas variables fenomenol gicas y
morfoldgicas, asi como, rendimiento y calidad de los cuerpos fructiferos sobre la base
de cuatro tratamientos: astillas de dlamo, astillas de eucalipto, mezclas de paja de trigo y
eucalipto y paja de trigo como testigo. Reportan que el nivel proteico de este hongo fue
elevado en todos los sustratos y la relacion C/N de los mismos disminuyd después de
cosecha, evidenciando la capacidad degradadora del Pleurotus por la disminucion de la
concentracion de carbono empleado por éste en su metabolismo y € incremento del
contenido relativo de nitrégeno.

2.1.1. Estructuray composicion

Los tejidos lignoceluldsicos de las plantas terrestres superiores constituyen el mayor
depdsito de energia fotosintética y materia organica renovable, estdn presentes en todos
los vegetales, constituyendo una barrera de acceso para la proteccion de estos
organismos. Esta barrera bioldgica esta constituida por tres tipos de polimeros: lignina

15-25 %, hemicelulosa 23-32 %, celulosa 38-50 % y algunos componentes inorganicos,



Tabla 1. Composicion quimica de los sustratos pre y post cosecha en cultivo de
Pleurotus sobre residuos agroindustriales.

Sustratos
Nt Pr Kt MO

Oke) (ko) (gkg) (gkg N PH

Inicial/remanente

3,64 0,11 1,82 920 147 4,4

Pajadetrigo “s a5 013 096 893 77 53

060 0,02 0,15 994 1009 37

Eucalipto 584 001 003 991 692 35

1,06 0,03 0,40 983 545 é,8

Pajadeeucaliplo 968 003 006 922 325 40

0,46 0,01 0,29 986 1277 55

Alamo "o 002 007 985 751 51
Fuente: Varnero et al., 2010.
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gue se transforman en cenizas después de la combustion del material; siendo la celulosa
y la lignina los biopolimeros méas abundantes en la naturaleza. Su descomposicion a
CO2, H20 y sustancias humicas, constituye probablemente el evento biodegradativo

mas importante en el ciclo biosférico del carbono (Omarini, 2012).

En orden de ampliar la base disponible de recursos para obtener azlcares fermentables,
e identificar fuentes de materias primas de un costo mas bagjo, se ha centrado la atencion
en el uso de la biomasa sin amidon, y no relacionada con la alimentacion, tal como la
proveniente de los vegetales y sus residuos, las agroindustrias y sus subproductos que
constituyen un excelente sustrato para el crecimiento fungico. Los hongos cumplen un
rol importante, ya que este tipo de materiales estd compuesto principalmente de
polimeros que no pueden ser degradados por la mayoria de |os organismos presentes en

los diferentes ecosistemas (Papinutti, 2003; Ramirez, 2000). Tablas 2y 3.

La biomasa lignocelulésica presenta una estructura compleja compuesta de tres
fracciones que deben ser procesadas por separado para asegurar una conversion
eficiente de este tipo de materiales. Siendo la fraccién mayoritaria de esta biomasa la
celulosa cristalina (Grabber, 2005).

Celulosa

La celulosa constituye el polisacarido predominante en los residuos vegetales,
representando entre el 30 y 60 % de su peso seco total, estd compuesta de cadenas
largas de moléculas de D-glucosa unidas por enlaces beta (1-4) glucosidicos,
disposiciéon bastante rigida y muy estable, que a su vez, se agrupan en estructuras
superiores de gran cristalinidad, lo que dificulta su hidrélisis y conversién a azlcares
fermentables (Martinez, 2002), debido al alto grado de energia de las uniones del
hidrogeno entre las cadenas de la celulosa, cuando la molécula de celulosa esta
completamente extendida y toma forma de cinta aplanada con los grupos -OH
sobresaliendo lateralmente se pueden formar puentes de hidrégeno inter, e
intramoleculares (Baldrian, 2008 ; Valaskova, 2005).

Las caracteristicas de la estructura molecular (superficie en forma de cinta e
hidrofobicidad) son las responsables de su estructura supra molecular, y determina
muchas de las propiedades fisicas y quimicas de la celulosa. La unién de hidrogeno

entre las cadenas de la celulosa hace | os polimeros més rigidos, impidiendo la flexion de



Tabla 2. Composicién quimica (%) de algunos subproductos empleados en la produccion de setas
comestibles y/o enzimasligninaliticas, por FES.

Subproducto Lignina Celulosa Hemicelulosa
Bagazo de carfia 11-14 33-38 . 22-34
Pulpa de café 12,2-17,5 17,7-18,0 . 0,98-2,00
Cascara de cacao _ 10.8 124 . ND
Cascara de _coco 34 ND ND
Aserrin_ 22-27 44-56 : 11-30
Paja detrigo 14-15 30-43 36-50

Fuentes: Garcia, 2008

Tabla 3. Eficiencias bioldgicas de diferentes sustratos empleados en FES.

Eficiencia ;
SUEIEIE biol6gica (%) Referencia
Pulpa de café 168,5 Bermldez et al . , 1994
Pulpa de café 175,8 Martinez et _al ., 2000
Paja de arroz 84,6 . Pani y Mo hanti, 1998
Cascarillade arroz 56,1 _Hashimoto y Takahashi, 1974
Bagazo de cafia 20,8 Garzon J.P et al ., 2008
Céscara de coco 90,0 Garcia, 2008
Céscara de cacao 84,0 Garcia, 2008
Hoja de platano 123,0 Romero et al ., 2010
Pajadetrigo 129,0 Romero et al., 2010
Paja defrijol 82,9 Romero et al ., 2010
Paja de cebada 97,3 Martinez et al ., 2000
Paja de maiz 67,7 L6pez Cobaet al ., 2005
Pulpa de café: Pajade cebada 99,7 _Martinez Carreraet al., 2000
Pulpa de café: bagazo de cafa 96.9 _ Martinez Carrera et al., 2000
Pulpa de café: cascara de coco 89.4 _Martinez Carreraet al., 2000
Aserrin de pino: salvado de arroz 44,8 Hashimoto y Takahashi, 1974




Revision bibliografica

las moléculas, la que debe ocurrir para facilitar la ruptura por hidrélisis de las uniones

glucosidicas (Laureano et al., 2005; Mufioz et al., 1997). Anexo A

La degradacion de la celulosa puede ocurrir por la accion de tres grupos de enzimas: las
endo-1,4-3-glucanasas, que rompen la molécula a azar y liberan fragmentos menores;
las exo-1,4-3-glucanasas, que hidrolizan por las puntas los fragmentos menores y las

1,4-3-glucosidasas que hidrolizan la celobiosa a glucosa (Ferraz, 2004).
Hemicelulosa

La segunda fraccién es la hemicelulosa, formada por polimeros de azlicares de cinco
atomos de carbono (principalmente xilosa). Tienen un grado de polimerizacion entre
100 y 200 en fibras madereras. Plantas herbaceas suelen contener més hemicelulosas y
menos ramificados. Las pgjas de cereales (trigo, arroz, centeno, cebada, etc.) suelen
contener entre 30 y 40 % de hemicelulosas (Alberto et al., 2003).

Es una fraccién féacilmente hidrolizable ya que en contraste con la celulosa, la cua es
cristaling, fuerte y resistente a la hidrélisis, las hemicelulosas son estructuras aeatorias,
amorfas con pequefia solidez, facilmente hidrolizables en acidos o bases diluidos; sin

embargo, la xilosa es un azucar dificil de fermentar a etanol (Ebringerova et al., 2005).

Asi como las celulasas, las endo-hemicelulasas hidrolizan el polimero a azar; las exo-
hemicelulasas hidrolizan los fragmentos generados por las endo-hemicelulasas y las

xilosidasas hidrolizan dimeros a azlicares monoméricos (Ferraz, 2004). La mayoria,
poseen una especie de columna vertebral formada por una cadena plana de azlicares
unidos casi siempre por enlaces 13-1,4 (de menor longitud que la celulosa), de la que
pueden salir ramificaciones muy cortas, generalmente de un solo azlcar de longitud
(Prinsen, 2010). Anexo B

Las hemicelulosas cubren y unen a las microfibrillas de celulosa en una matriz comun.
La corta extension de las cadenas incrementa la solubilidad de las hemicelulosas y la
posicion expuesta de las mismas en la superficie de las microfibrillas, explica el por qué
éste se encuentra entre los polimeros componentes de la pared celular atacados por |os
hongos causantes de pudricion blanca (Ebringerova et al., 2005).
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Lignina

Laligninaes de vital importancia para el organismo vegetal. Desempefia funciones en el
transporte de agua, nutrientes y metabolitos en el sistema vascular facilitado por sus
propiedades como estructura macromolecular. Su hidrofobicidad junto con €l nivel de
entrecruzamiento con los polisacéridos es importante para la permeabilidad de |os poros
entre las células vegetales. Juega un papel importante en el sistema de defensa de la
planta frente a patégenos y protegen los polisacéridos de la pared celular frente a la
despolimerizacion (Prinsen, 2010).

Es un polimero tridimensiona aromético no polisacérido, estda formado por
polimerizacion al azar de unidades de fenilpropano unidas por enlaces éster y C-C que
se alternan de manera desordenada. Es €l polimero méas abundante en la naturaleza,
insoluble en agua y amorfo, de alto peso molecular y Opticamente inactivo, que confiere
a las paredes celulares impermeabilidad, soporte estructural y resistencia contra el
ataque microbiano y el estrés oxidativo (Grabber 2005).

La polimerizacion de la lignina se lleva a cabo luego de la deposicion de los
polisacéridos y se inicia por oxidacion enzimética de los precursores a radicales fenoxi
(por abstraccion de un electron). Estos radicales libres pueden reaccionar unos con otros
en una gran variedad de formas que hace que la lignina no tenga una estructura Unica
(Valaskova, 2005). Anexo C

La intima asociacion espacial existente entre los polisacéridos y la lignina dentro de las
paredes celulares provee una barrera protectora que impide la degradacion de la

celulosa.

Una vez que la lignina rodea a las fibrillas de celulosa es removida o modificada,
hace a la celulosa més accesble a las enzimas microbianas y puede ser

eficientemente degradada (Grabber, 2005). Hasta el momento los Unicos organismos

capaces de mineraizarla eficientemente llevandola a CO2 y H 2 O como productos
finales, son los hongos causantes de pudricion blanca (Rodriguez., 2006).

Varias enzimas estan asociadas directa o indirectamente a la biodegradaciéon de la
lignina, incluyéndose la manganeso peroxidasa (MnP), lignina peroxidasa (LiP) y
lacasa. Estas enzimas pueden ser ordenadas segun sus potenciales de oxidacion en:

LiP>MnP>Lacasa. Las LiP presentan un potencial de oxidacién suficientemente



Revision bibliografica

elevado para sustraer electrones de las estructuras fendlicas. Las MnPs. asi como las
lacasas, presentan potencial de oxidacion suficiente Unicamente para oxidar estructuras
fendlicas (Hatakka et al., 2000).

Con relacién a la produccién de estas enzimas, algunos hongos de pudricién blanca son
capaces de producir las tres enzimas, mientras que otros producen solo una o dos de las
mismas (Peralta et al., 2004, Hatakka et al., 2005). La estructura de la lignina depende
de en que tipo de tgjido se encuentra. Su contenido y composicién entre varias especies
se deben comparar en el mismo estado vegetativo y en el mismo tegjido (Leonowiez,
2001).

Pulpa de café

El café es uno de los principales productos de origen agricola comercializados en los
mercados internacionales. Es la segunda materia prima méas comercializada en €

mundo, solo detrés del petrdleo (Bressani, 1989).

Existen dos variedades principales de café, la Coffea arabica, originaria de las
altiplanicies de Abisiniay cultivada en tierras altas, sobre todo en la América Central y
del Sur, con granos muy aromaticos y poca cafeina, y la Coffea canephora variedad
robusta, cultivada sobre todo en tierras bajas africanas, con granos menos aromaticos y
con mucha cafeina, presentan composicion semejante, pero no manifiestan e mismo
rendimiento cuando se cultiva sobre ellas e hongo Pleurotus sp., manifestando

diferencias en el proceso de bioconversion (Bressani, 1989).

En la mayoria de los paises cafetaleros predomina el beneficiado del café por el método
himedo, debido a la megor calidad del grano. Con la aplicacion de este proceso se
generan grades volumenes de subproductos como son: la pulpa, € mucilago y el
pergamino, ademas de las aguas residuales, o que ocasiona una contaminacion
ambiental elevada en los cuerpos receptores por €l ato contenido de materia
biodegradable y el pH de sus residuales liquidos (Martinez, 1987).

La pulpa de café representa el 40 % del café que se despulpa, por su composicién
guimica rica en azlicares, presenta potencialidades que son atractivas para ser empleadas
como materia prima en diferentes procesos o tecnologias de FES, por lo que ha sido
ampliamente estudiada con vista a valorar sus posibles aplicaciones, resultando las

mejores alternativas para su explotacion: usarla como sustrato para el cultivo de hongos
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comestibles (Espinosa 2000; Bressani, 1979); promover su descomposicién natural para
convertirlo en abono y devolverlo nuevamente a los suelos de los cafetales; como
combustible directo o biogas, forrgjes, alcohol etilico y sus derivados (acido acético,

polimerosy otros).

En relacion con su posibilidad de ser utilizado en la aimentacion animal, reviste
particular importancia la biodegradacion de los compuestos toxicos presentes (cafeina 'y
polifenoles) (Rodriguez, 2005). Tabla4

Céscara de Cacao

La obtencion de las semillas del cacao constituye una industria muy importante. En este
proceso la cascara, € tegumento y el soporte que representan un 80 % del fruto vienen a
constituirse en residuales que generalmente se acumulan en los lugares de cosecha,
causando severa contaminacion ambiental dado los grandes volimenes que se generan

anual mente.

Experimentos realizados (L6pez, 2005) demuestran que las cascaras secas y procesadas
en forma de harina son casi tan nutritivas como € maiz en la alimentacién del ganado,
sin embargo estos residuales son de baja calidad y poco digeribles debido a la presencia
de altos contenidos de lignina, pectina, cafeina, celulosa, taninos y fenoles, los cuales
limitan fuertemente su uso como alimento animal, ya que son dificiles de degradar. Pero
contienen otras biomoléculas importantes entre las que se destacan: carbohidratos,

proteinas, fibray minerales. Tabla4

2.2. Fermentacion en Estado Sélido (FES)

La FES es un proceso en e cua se utilizan y crecen uno 0 mas microorgani Smos.
Gutiérrez y Favela (1993), definen la fermentacion en medio sélido como aquella donde

el sustrato es un material himedo, no suspendido en aguay sin escurrimiento acuoso.

El porcentaje de humedad del sustrato en FES debe variar entre 12 % y 80 % y por
debgjo del limite minimo los microorganismos no se desarrollan. El limite superior es
fijado en funcion de la capacidad de absorcion de agua por el material utilizado. Un
exceso de agua disminuye la posibilidad y |a difusién de oxigeno en el material, ademés
de aumentar €l riesgo de contaminacion bacteriana. La matriz porosa puede estar

constituida por un sustrato hiimedo que participa aportando nutrientes o por un soporte
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Tabla 4. Caracterizacion quimica de algunos materiales lignocel ul 6si cos.

Par &metro Pulpa Céscara Cascara Viruta  Granos

de Afrecho de de de de

(peso seco) café cacao coco cedro trigo
pH 7-8 ND  ND ND 76  ND
Humedad (%)  7-13 14 11 9 8 3
Materia seca (%)  87-93 86 89 919 92 97
Cenizas (%)  7-13 8 89 3 1 2
Nitrogeno (%)  1,6-2,9 2 1 05 0103 2
Proteina bruta (%)  10-18 14  7-18 3 0719 14
Fibra(%) 13-23 18  16-30 ND 56  ND
Grasa (%)  2-8 4 __2-10 1 1 4
Carbono (%)  50-54 53 53 5% 57 57
CIN_ 1831 26 1853 112 570 28
Fenolestotales (%) 1,34 ND 0,055 0022 0017  ND
Taninos (%) 0,38 ND 0,005 ND ND ND

Fuentes: Garcia, 2008; Ramos, 1999 y datos de la autora.

Determinacion de proteina bruta, a partir de la determinacion de nitrégeno total por el
método de Kjeldahl, (nitrégeno x 6,25).

CIN: relacion carbono/nitrogeno, se calcula por C (%)= 0,58 x materia organica.

La materia organica se calcula por la diferencia entre la materia seca y las cenizas
(Sanchez y Royse, 2002). ND: no determinado.
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inerte capaz de absorber los nutrientes que se encuentran en la solucion (Pérez et. al.,
2003).

Desde €l punto de vista biotecnolégico la fermentacion es la transformacion de un
sustrato organico por la accion metabdlica de los microorganismos. El compuesto que
se obtiene (intracelular o extracelular) se llama producto de fermentacién. En toda
fermentacion ocurre una biotransformacion del sustrato y siempre hay crecimiento
microbiano (biomasa) y la conversion de un sustrato en un producto de interés, por la
accion de los catalizadores biol 6gicos (enzimas). La fermentacion en estado solido es un
sistema denominado de las tres E: energético, econémico y ecoldgico (Raghavarao,
2003).

Un modelo que explica algunos de los procesos que ocurren a micro escala en la
fermentacion solida (Holker y Lenz, 2005, Rahardjo et al. 2006) se presenta en la

Figura 1.

Después de la inoculacion del microorganismo sus hifas desarrollan una capa de micelio
gue 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 a sustrato
mediante el crecimiento a través de los poros llenos de liquido. La actividad metabdlica
ocurre principalmente, lo mas proxima a la superficie del sustrato y dentro de los poros,
sin embargo, las hifas aéreas también muestran actividad metabdlica, ellas sirven de

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

Las enzimas hidrofébicas son producidas por el micelio, se difunden dentro de la matriz
soliday catalizan la degradacion de las moléculas en unidades més pequefias, las cuales
son utilizadas por el hongo como nutrientes. Durante la fermentacién el oxigeno es
consumido y se producen didxido de carbono, agua, calor y productos bioguimicos de
interés, o que trae como consecuencia la aparicion de gradientes dentro de la
biopelicula, por geemplo: la difusion del oxigeno desde la zona gaseosa hasta las
regiones mas profundas de la biopelicula y la difusién del dioxido de carbono desde la

biopelicula hasta | as regiones profundas de |a zona gaseosa.

El calor desarrollado (Q) provoca un incremento de la temperatura (T) causando serios
problemas durante la fermentacion en estado solido, este calor debe ser removido del

sustrato. Otro factor es el pH, el cual cambia, debido a la liberacion de los &cidos
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Figura 1. Procesos que ocurren amicroescalaen la FES.
(Fuente: Holker y Lenz, 2005; Rahardjo et al. 2006).
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organicos y €l intercambio de iones amonio. Los productos de interés son liberados

dentro de lamatriz sliday deberan ser extraidos al final del proceso para su uso.

La fermentacion en fase solida de los residuos lignocelul6sicos se valora como uno de
los métodos mas prometedores para la produccion de proteina no convencional (Julian,

2007), lo cua esta determinado en primera instancia, por los grandes volUmenes de
estos residuos que se producen anualmente en e mundo, y en segundo lugar, por las
ventajas que tiene el sistema de Fermentacién en Fase Solida sobre las Fermentaciones

Sumergidas convencionales (Holker et al. 2005).

Los sistemas de fermentacion en medio sélido pueden ser econdmicamente venta0sos
en relacién con la fermentacion sumergida en algunos casos, S se tienen en cuenta
factores como la concentracion del producto en el medio de fermentacion, el costo del
proceso de separacion purificacion, € costo de procesamiento de los efluentes y las
caracteristicas del producto final (Pandey, 2000). La FES es ademéas la Unica
biotecnologia que reduce a minimo los subproductos y residuos contaminantes y se
considera como una de las vias de mayor sostenibilidad para el aprovechamiento de
residuos solidos (Rodriguez, 2005; Ferraz, 2004).

2.3. Pleurotus spp. Capacidad degradador a.

Los Basidiomicetes son hongos que generalmente producen cuerpos de fructificacion
facilmente visibles a o0jo humano (Chang y Miles, 1992). Estan constituidos por una
masa de filamentos, cada uno denominado hifa y el conjunto de hifas se denomina
micelio. La reproduccion se realiza por medio de la produccion de esporas, aunque

cualquier fragmento de hifatiene la capacidad de propagarse. Figura 2

En el desarrollo de los hongos, se distinguen dos fases conocidas como: estadio
vegetativo y estadio reproductivo o de fructificacion. El estadio vegetativo se refiere a
desarrollo del micelio y el reproductivo a la formacién del basidiocarpo. Durante la
colonizacion del sustrato, se excretan enzimas extra celulares que degradan la materia
organica transformandola en compuestos organicos solubles que son absorbidos por las
hifas. (Carlile, 2001)

El crecimiento del micelio resulta de una fusion de hifas, generando una asociacion
entre la hifa'y el sustrato, que proporciona un fuerte soporte fisico necesario para la
formacién del cuerpo de fructificacion (estadio reproductivo). El estadio reproductivo
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Figura 2. Partes de un basidiomiceto. Cardona, 2001.
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esta condicionado a variaciones de factores fisicos como el descenso de latemperaturay
el aumento de humedad (Sanchez y Royse, 2002). El micelio debe tener a su
disposicion la fuente de carbono que constituye la base nutricional. (Carlile, 2001; Kant,
2008)

El género Pleurotus, se caracteriza por crecer sobre una gran diversidad de sustratos, |o
cua lo convierte en un candidato ideal para e aprovechamiento de desechos
agroindustriales tales como carieros, cafetaleros, pgja de arroz etc. Este hongo posee
ademés una alta calidad nutritiva y organoléptica de su cuerpo fructifero (Garcia, 1999);
desde e punto de vista nutricional contiene proteinas (27-48 %), lipidos (2-8 %),
niveles tolerables de écidos nucleicos y la presencia de vitaminas, minerales, fibra

dietética, R-glucanosy compuestos con actividad antioxidante (Bermudez et al., 2001).

Pleurotus spp., es un hongo sapréfito, descomponedor de la madera y residuos
vegetales, se puede encontrar ampliamente distribuido en la naturaleza en los bosques
tropicales y subtropicales, e igualmente puede ser cultivado artificialmente. Su nombre
deriva del griego “pleuro”, que significa formado lateralmente en referencia a la
posicion del estipite respecto al pileo; y “ostreatus” en latin quiere decir en forma de
ostra y en este caso se refiere a la apariencia 'y a color del cuerpo fructifero (Chang,
1992).

Ademés de las propiedades medicinales y el valor nutritivo de Pleurotus spp., a igual
gue otras especies relacionadas, es un potente biodegradador y detoxificador
(Rodriguez, 2006); convierte los residuos organicos poco digeribles y no comestibles en
alimentos para animales y humanos de buena calidad y palatabilidad (Phillippousis,

2011), y se considera que su eficiencia en la produccién de proteina por unidad de érea

y por unidad de tiempo es mayor que las fuentes de proteina animal (Cardona, 2001).

Estos organismos poseen un cuerpo “vegetativo" distintivo llamado micelio,
conformado por un conjunto de finos filamentos denominadas hifas, que constituyen e
cuerpo del hongo. En un cultivo de fermentacién en estado solido, el micelio se
diferencia féacilmente ya que posee un color blanco. Para |os procesos de crecimiento y
fructificacion requiere de la combinacion de factores fisicos. temperatura, luz, oxigeno
y dioxido de carbono, cuyos valores y concentraciones éptimas varian en funcién de la

etapa en que se encuentran (Cardonaet a., 2001).
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Sobre sustratos lignocelulésicos, 10s hongos crecen a tasas lineales ya que enfrentan
limitaciones estéricas y de accesibilidad. Para ello deben ponerse en intimo contacto con
el sustrato. Por una parte, lo hacen prolongando sus hifas hasta los lugares donde se
encuentran los nutrientes, lo penetran y colonizan, vaiéndose de estructuras
especializadas (Ferraz 2004).

Respecto a esto ultimo, es de destacar que los hongos de podredumbre blanca, Pleurotus
entre ellos, poseen enzimas capaces de degradar lignina no para su consumo sino que lo
hacen para poder acceder a la celulosa. Como todo organismo en primera instancia toma
los compuestos méas simples mientras que ataca a los compuestos complejos para

disponer de ellos cuando los simples se agoten (Ravera, 2008).

El cultivo del hongo es simple, econémico y ambientalmente amigable debido a la
utilizacion de residuos rurales y agroindustriales. Su cultivo en subproductos
agroindustriales como bagazo de cafia de azUcar, pulpa de café y paja de cereales, puede
ser considerado como un método valioso para la produccion de proteina (Fan et al.,
2003).

Este hongo posee ademas, una alta calidad nutritiva y organoléptica de su cuerpo
fructifero (Garcia, 1999), debido a la presencia de proteinas, de todos los aminoécidos
esenciales, con una calidad muy cercana a la proteina animal, también contiene
carbohidratos poliméricos tales como el glucdgeno y la quitina, y otros compuestos

carbonados de bajo peso molecular.

Incluye especies comestibles y medicinales que a pertenecer a grupo de hongos de
pudricién blanca, poseen la habilidad de producir enzimas ligninoliticas extracelulares:
lacasas (Lac), dos peroxidasas. manganeso peroxidasa (MnP), versatil peroxidasa (VP)
y aril alcohol oxidasa (AAO), (Stajic et a., 2006). Posee una maquinaria enzimética
muy compleja que le permite degradar los grandes polimeros (lignina y celulosa) que

componen la madera (Kant, 2008).

Entre las enzimas ampliamente estudiadas se encuentra la lacasa que ha evolucionado
para adaptarse a diferentes codiciones ambientales (Rodriguez, 2005). Esta habilidad
adaptativa es importante en términos de aplicaciones industriales, como por g emplo, en
la biorremediacién de suelos para disminuir e contenido de hidrocarburos policiclicos

aromaticos (Eggen, 2000), en pretratamientos para mejorar la digestibilidad de residuos

14



Revision bibliografica

lignocelulésicos empleados en la alimentacion anima (Luna et al., 2013), en €
tratamiento y decoloracion de colorantes industridles (Rodriguez et al., 2006) y
residuales urbanos (Delfin et al., 2003).

Esta especie, ha sido una de las més relevantes y prometedoras, su cultivo como seta
comestible a nivel mundial se encuentra entre los cuatro mas expandidos, por sus
facilidades para crecer sobre una gran diversidad de residuos agroindustriales y por lo

simple de su tecnologia de cultivo. (Martinez-Carrera et al, 2010).
2.4. Biorrefinerias

El término ‘Biorrefineria’ supone la valorizacion, el fraccionamiento, o la extraccion de
varias fuentes de biomasa a través procesos fisicos, bioldgicos y quimicos para la
produccion de diversos productos y productos quimicos derivados (Céardenas et al.,
2012). Los principios basicos de una refineria de petréleo tradicional y una biorrefineria
son representados esqueméticamente en la (Anexo E) (Kamm y Gruber, 2006;
Fernandez, 2006).

Las biorrefinerias lignocelulosicas (Anexo F) emplean madera, residuos agricolas,
cultivos energéticos y residuos municipales. Estos recursos son ideales en términos de
costes reducidos y flexibilidad del recurso. Es €l cambio de las instalaciones de
bioetanol de segunda generacion hacia un sistema de produccion més avanzado con una
mayor variedad de subproductos.

La conversion de biomasa a través de biorrefineria muestra un ato potencial de
aplicacion, principalmente motivado por la sostenibilidad del proceso y por e uso de
material residual para la produccion de energias alternativas y productos de alto valor
anadido. Cabe destacar la gran variedad de productos obtenido en una biorrefineria
debido ala diversidad de tipos de biomasa disponibles y a las diferentes tecnologias que

pueden ser utilizadas para su desarrollo. (Anexos G y H).
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3. MATERIALESY METODOS

3.1. Produccién de setas comestibles

Los experimentos fueron realizados en el Centro de Estudios de Biotecnologia
Industrial, Facultad de Ciencias Naturales, Universidad de Oriente (CEBI), en la Planta
de Investigacion-Produccion de Setas Comestibles con la tecnologia establecida por

Garcia (1999) (Anexo I) y en condiciones controladas.

Los cuerpos fructiferos fueron obtenidos por fermentacion en estado sdlido, utilizando
como sustrato la pulpa de café, y céscara de cacao. La produccion con la pulpa de café
se evalud durante 3 afios Todas las fases del cultivo se llevaron a cabo segun los
Procedimientos Normalizados de Trabajo de la Planta del CEBI (Anexo J). Las
respuestas a obtener en todos los casos fueron: eficiencia biologica, rendimiento y

produccion de sustrato post cosecha, relacion C/N, asi como la bioconversion.

Cepas de Pleurotus spp.

Se utilizd la cepa de Pleurotus sp. (CCEBI-3024), depositada en la Colecciéon de
Cultivos del CEBI.

Inoculacion

Se efectud segln los procedimientos normalizados, mezclandose de forma homogénea
inoculo y sustrato pasteurizado, hasta lograr una buena distribucién del micelio en todo
el sustrato, siempre a razon de 10 % con relacion a peso humedo del sustrato y
envasandose en bolsas de nylon transparentes de 30 cm de largo por 40 cm de ancho,
con 2 kg de sustrato himedo, evitando dejar espacios libres, se amarraron para lograr
cierre, se les coloco una chapilla con un nimero de identificacion para control de los
pardmetros productivos y se colocaron colgadas en estantes ubicados en el cuarto de

incubaci én-col onizacion de la Planta Producci on-Investigacion del CEBI.

Las producciones se realizaron con 50 bolsas en cada ciclo de produccién. La
temperatura se regulé hasta mantenerla entre 26 — 28 °C, y se mantuvo €l local en

oscuridad, se realizaron observaciones periddicas a cada una de las bol sas.
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Colonizacién

A los 15-20 dias, € sustrato se observa parcial o totalmente blanco, en fase de
colonizacion, e micelio fue cubriendo todo el sustrato, mostrandose un blogque
compacto completamente blanco, entonces se procedié a cambiar las condiciones de la

Plantay regular los parametros para la fase de Fructificacion.
Fructificacion

En esta fase se realizaron cambios en las condiciones establecidas, se gustan los
pardmetros propiciandose €l crecimiento reproductivo del hongo, ocurriendo la

estimulacion y desarrollo de los primordios, estos cambios se presentan en el Anexo |.

Estas condiciones favorecen lainduccién de esta fase parala aparicion y €l desarrollo de
los primordios de los cuerpos fructiferos o carpéforos, observandose en cada uno de los

lotes aproximadamente alos 5 dias de lainduccion un desarrollo exitoso de las setas.
Cosecha

Cuando los carpéforos se observaron hien desarrollados y totalmente extendidos,
aproximadamente a los 5 dias, se procedid a la cosecha siempre de forma selectiva,
cosechandose los més grandes y dejando |os pequefios o jévenes, hasta que aumentaran
de tamarfio y peso. La cosecha se realizo entre 3 y 4 oleadas en cada lote y siempre de 2
formas: con un bisturi desinfectado con alcohol al 70 %, cortando el estipite justo a la
base del tallo, en la unién con € sustrato o con las manos bien limpias o con guantes, se
realizé unaleve torsion para desprenderlo del sustrato, cuidando siempre no dafiarlos, ni
dejar hoyos en €l sustrato

3.1.1. Parametros de control en la produccién de setas comestibles

En cada lote se tomé como muestra individualmente cada una de las bolsas inoculadas
observandose y controlandose posibles contaminaciones, parametros ambientales como
temperatura, humedad relativa, intercambio de diéxido de carbono, y parametros
productivos como: tiempo de colonizacién, surgimiento de los primordios o precocidad,
diametro de los carpdforos, cantidad de setas producidas, produccién promedio por
bolsa, eficiencia bioldgica, rendimiento, tasa de producciéon y cantidad de sustrato

remanente.
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3.1.1.1. Precocidad (P)

Se define como el tiempo que transcurre entre el dia de la inoculacion y el dia en que
aparecen |os primeros primordios.

Produccion promedio por bolsas (PPb)

Definida como el total de setas frescas producidas entre el nimero de bolsas que

produjeron.
Totaldesetasfrescasproducidas 1
NUmero de bolsas que produjeron (@)

PPb =

3.1.1.2. Eficiencia biolégica (E.B.)

Determina el potencial biolégico de los sustratos para la produccion de hongos, y esta
definida como la relacién en porciento del peso de las setas frescas cosechadas y €l peso

seco del sustrato de las bolsas productivas.

_  Presodel assetasfrescas
EB.= Peso del susrato seco 100 @

3.1.1.3. Rendimiento (R.)

Definido como la relacion en porciento entre el peso fresco de las setas 'y el peso del
sustrato hiumedo.

R = Presodel assetasfrescas

~ Peso ddl sustraio himedo 109 3)

3.1.1.4. Tasa de produccion (T.P.)
Se define como la relacion entre la Eficiencia bioldgica y el total de dias del Ciclo
productivo, se da en porciento.

TP = Eficienciabiol 6gica 100 4

Dias en ciclo prodcutivo

Estos parametros son importantes porque permiten valorar la calidad del cultivo y su
factibilidad econdmica, ya que, segiin establece esta tecnologia los rendimientos deben

ser superiores a 10 % y la eficiencia biol 6gica debe a canzar valores como minimo del
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40-50 %, lo cual determina que sea factible econdmicamente el proceso. (Tschierpe y
Hartmann, 1977; Pratay Pani, 1995).

3.1.1.5. Bioconversion

La pérdida de la materia organica es el criterio mas simple adoptado para evauar la
extension de la biodegradacion del sustrato, (Brock et al., 2004) ya que concomitante
con el crecimiento y fructificacion de las setas sobre subproductos lignocelulésicos, se
presenta un decremento en el contenido de materia organica. Esto es debido a las
pérdidas de COz y H20 durante el metabolismo de los hongos y también a la remocion
de materiales del sustrato por la formacién de cuerpos fructiferos. La bioconversiéon se

analizd segun la expresion 5.
Sustrato + Pleurotus = Setas obtenidas + Sustrato remanente + COz + H20 (5)
3.1.2. Produccién del sustrato remanente

Posterior a las cosechas, después de tres o cuatro oleadas de produccion, cuando se
determina cerrar €l ciclo productivo de las setas, a sustrato agotado se le denomina

Pleurotina, sustrato remanente o sustrato post cosecha.

3.1.2 1. Composicion del sustrato remanente

En e andliss de la composicion del sustrato remanente se realizaron las
determinaciones empleando las técnicas que convencionalmente se realizan: pH,
materia organica, cafeina, polifenoles, cenizas, humedad, minerales, nitrégeno, fosforo,
potasio, fibra bruta, carbohidratos, lignina. Los andlisis se realizaron en € Laboratorio
Regional de Suelos, ETICA y en el CEBI.

3.2. Andlisis quimicosy bromatol égicos
3.2.1. Determinacion de nitr geno

Se determinG nitrogeno organico total, digiriendo las muestras segun el método de
Kjeldhal modificado (A.O.A.C, 1980), determinandose posteriormente el contenido de
amonio mediante e método colorimétrico del indofenol, descrito en el Standard
Methods (APHA, 1998).
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3.2.2. Determinacion de potasio

El potasio se determinG segin el método de Smith modificado, reportado en la norma
NC: 34:1999. La nuestra seca y tamizada por malla de 0,25 mm es fusionada con una
mezcla de cloruro de amonio y carbonato de calcio lo que permite liberar todas las

formas de potasio presentes en la muestra.

L os resultados de expresan segun ecuacion 6.
K ()= 2 ©)
Donde:
A: Contenido de potasio en mg/L de la muestra obtenido en el gréfico de calibracion.
B: Contenido de potasio en mg/L del blanco obtenido en el grafico de calibracion.

10" Factor de expresion en porciento.
P: Masa de muestra pesada (g).

3.2.3. Determinacion de fosforo

El fosforo se determiné segun la norma NC: 34:1999, modificada para expresar €
contenido como fésforo. La muestra secay tamizada por malla de 0,25 mm se lerealiza
la digestion con una mezcla de écido sulfarico y &cido perclérico determinandose €l
contenido de fésforo por formacion de un compuesto cromogeno del sistema vanado-

molibdo-fosforico.
El contenido de fésforo se calcul 6 por la ecuacién 7:

((A-B)-V-100)
POR) =i 0

Donde:

A: Cantidad de fésforo obtenidapor e gréfico de calibracién (mg).

B: Cantidad de fosforo del blanco obtenido por €l gréfico de calibracion (mg).
V: Volumen de la solucion de lamuestra de trabajo (250 mL).

a Alicuotamedida (20 mL).

M: Masade lamuestra(g).
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10 factor paraexpresar como mg, 100: para expresar en porciento.
3.2.4. Determinacion de materia or ganica

La determinacién de la materia organica se realiza por €l método de Walkley-Black (en
Luna, 2013). La muestra es oxidada con K2Cr207 y H2SO4 concentrado, realizandose
determinacion espectrof otométrica a 590 nm, empleando glucosa como patron.

El cllculo de la materia organica se realiza seguin la ecuacion 8.

MO(%)=(A-100-1,72)/(m-P) (8)

Donde: m = Pendiente(m=y/X)

Valor de laabsorbancia

y

x = Valor delaconcentracién de carbono (%)

A = Absorbancia
P = Peso delamuestraen G
1,72 = Factor de conversion del CaMO (1/ 0.58)

3.2.5. Determinacion de pH

Los valores de pH se determinaron utilizando el método potenciométrico (APHA, 1998)
3.2.6. Determinacion de por centaje de humedad

La pérdida de agua contenida en una muestra a temperatura 105 °C. (APHA, 1998)
3.2.7. Determinacion de Cenizas Totales

La incineracion de la porcion de ensayo en una atmosfera oxidante y posteriormente se
pesa el residuo obtenido (1SO 2171:2002).

3.2.8. Determinacion de Cafeina

Para la determinacion de cafeina se empled e método espectrof otométrico UV (Shufen,
1990).

Se realizO previa extraccion de la cafeina con cloroformo para su posterior lectura en
espectrofotdmetro a 225 y 275 nm contra blanco reactivo. La concentracion se obtuvo a
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través de la interpolacion en la curva de calibracidon del resultado de la diferencia de

lectura entre 225 nmy 275 nm, empleando como solucion patrén acido caféico.
3.2.9. Determinacion de minerales

La composicion de minerales se determin0 en el Laboratorio Regional de Suelos,
ETICA, siguiendo la metodologia reportada en el Manual de técnicas analiticas y que se
encuentran reportadas en (APHA, 1998).

3.2.10. Determinacion delignina

La determinacion de lignina se realizd segin Klasson (1974) con modificaciones de
Templeton y Ehrman (1995).

Se basa en que lalignina es el componente de la biomasa lignocelulosa més insoluble en
acido sulfurico, a diferencia de la celulosa y la hemicelulosa. Por 1o que a hidrolizar
esta biomasa con &cido, se puede determinar gravimétricamente el contenido de lignina

de la muestra, una vez que se elimine e acido.
Procedimiento

Se pesd 1,0 g de muestra seca en estufa a 105° C (P1). Luego se afiadieron 15 mL de
H2SO4 a un tubo de ensayo, enfriado a 4°C y se mezcl6 por 1 minuto con la muestra.
Posteriormente, se hidrolizé por 2 horas a temperatura ambiente, removiendo cada 15
minutos para asegurar una mezcla completa. Se transfirié a un erlenmeyer y se diluyo €l
hidrolizado a una concentracion &cida de un 3 % con 560 mL de agua destilada. Se
reflujo durante 4 horas y se filtro a vacio la solucion hidrolizada. Se sec6 el contenido
del crisol a 105 °C en la estufa por 2 h o0 hasta un peso constante. Se enfrié en la
desecadora y se registro el peso (P2) del crisol con lalignina insoluble en &cido y las
cenizas insolubles en &cido. Se coloco el crisol con su contenido en la muflay se
calent6 a 575 °C por un tiempo de 3 horas a una velocidad de 10 °C/min. Luego se
enfrié en la desecadora 'y €l peso del crisol y de la ceniza insoluble en &cido se registré

como P3.

Laligninainsoluble en &cido (LIA) se calcula segin la ecuacion 9.

P,-P.
LIA (%) = 2_3

= PPy 09 9
P, (0,01 T7y) )
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3.2.11. Deter minacion de fibra bruta
La determinacion de lafibra bruta se realizéd por el método gravimétrico (Luna, 2013).
Procedimiento

Se pesd un gramo de muestra libre de lipidos a la que se le adiciona 100 mL de una
solucion de H2SO4 al 5 % y se calentd por una hora. Luego de filtrar, se trasvaso €
solido a un vaso de precipitado a que se le adicionaron 100 mL de solucion de NaOH al

5 %, calentdndose por una hora nuevamente. Se filtrg, realizando lavados con agua
destilada hasta que no se observo reaccion alcalina alafenolftaleina. Se seco en estufaa

105°C hasta peso constante. Para el clculo se empled la ecuacién 10

— _Pesodelamuestraseca
FB (%) =Peso de la muestra andlizada 100 (10)

3.2.12. Deter minacion de car bohidr atos totales

Se empled el método espectrofotométrico del fenol-sulfurico empleando como patron

una solucion de glucosa 50 mg/ L, segun reporta Dubois et al., (1956).
3.2.13. Deter minacion de fenoles

Se determind el contenido de fenoles totales a través del método espectrof otométrico

empleando el reactivo Folin-Ciocalteu (Barlocher y Graca, 2005).

La extraccién de los compuestos fendlicos se realizd con agua destilada. Se tomé 0,5
mL de extracto y se le adiciond 5mL de Naz COs a 2 % en Na OH 0,1 mol/L y se
mezcld, luego de 5 minutos se afladio 0,5 mL de reactivo de Folin-Ciocalteu,
mezclandose nuevamente. Se dej6 en reposo durante 20 minutos en oscuridad y se leyo
absorbancia a 760 nm. Se determind concentracion segun curva de calibracion de acido

tanico.
3.2.1.4. Deter minacion delarelacion C/N

Larelacion C/N se determind a partir de los resultados de materia organica (3.2.4) y de
nitrogeno total (3.2.1). El porciento de carbono se calculé a partir de la expresion
C(%)=0,58 x materia organica (Sanchez y Royse, 2002).
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3.3. Andalisis estadistico de resultados

Para la comparacion de medias se realizo un contraste de hipétesis mediante la prueba t
de Student. En el caso de la comparacion de muestras multiples se empled un Andlisis
de Varianza y se determinaron las diferencias especificas empleando un Contraste
Multiple de Rangos, seguin la prueba LSD de Fisher. Todo el procesamiento estadistico
se realizé empleando el software STATGRAPHICS PLUS5.1.
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4. RESULTADOSY DISCUSION

La seleccion de un sustrato para un proceso de fermentacion sblida con €
microorganismo de interés, puede incluir la evaluacion de un gran nimero de materiales
agricolas, que permitan el crecimiento microbiano y la formacién del producto (Pandey,

2000). En estos procesos pueden ser utilizados sustratos naturales o sintéticos,
resultando los materiales organicos méas aconsgjables, los polimeros tipo polisacéridos,
lignina, proteinas, etc. Constituyendo por |o general, la mayoria de los residuos
agricolas o agroindustriales de naturaleza celulésica o amilécea los mas empleados en

este tipo de proceso.

Sin embargo, los residuos agroindustriales lignoceluldsicos para acanzar un proceso
exitoso, tanto desde el punto de vista ambiental, como econémico deben de cumplir una

serie de requerimientos, tales como (Saval, 2012):

El residuo debe estar disponible localmente y en las cantidades necesarias para
asegurar lafabricacion del producto de interés.

No tener otras aplicaciones 0 usos que compitan con € proceso que pretende
promover.

No requerir pretratamiento, y en caso de requerirlo que éste sea sencillo y
economico.

La disponibilidad del residuo debe permitir planificar el proceso para el cual se
vaalutilizar.

No descomponerse féacilmente bajo las condiciones ambientales del sitio donde

se genera.

La medida de la biodegradacion deseada, puede valorarse con el empleo de diferentes
pardmetros, pero los més empleados son los que utilizan la determinacion de la
composicion inicia y final de los sustratos, luego del proceso de fermentacion, que

permiten explicar y profundizar en |as biotransformaciones ocurridas.

4.1. Biodegradacion por Pleurotus

Las fermentaciones en estado solido han sido utilizadas ampliamente en el reciclgje de
materiales voluminosos a través de tecnologias sencillas, con la que se logran

incrementar los valores proteicos, mejorando €l balance de aminoécidos y la
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digestibilidad de las materias primas empleadas (Morillo et al, 2013; Luna et al. 2013 y
Rodriguez et al. 2001a), brindando la posibilidad de producir, por via biotecnoldgica y
de forma combinada, setas comestibles Pleurotus sp. y forragje beneficiado (pleurotina);
siendo la Unica tecnologia que permite obtener mediante la bioconversion de

subproductos agricolas, aimento humano y alimento animal. (Chang, 2007).

Dentro de los sustratos lignocelulésicos de origen agroindustrial susceptibles de ser
utilizados como sustratos en la FES, empleando Pleurotus ostreatus, se destacan: pulpa
de café (Martinez, 2000), la pgja de cafa (Klibansky, 1993) |la paja de arroz, hojas de
platano, (Romero, 2010), paja de maiz, (Lépez et al., 2005), diferentes tipos de hierbas;
pulpa de café, la cascara de cacao, cascara de coco (Bermuldez, 2001) y cascara de mani,
(Ravera, 2008). Tabla 2

Ciertamente el Pleurotus spp. por las caracteristicas que se han sefialado puede
utilizarse con éxito para la biodegradacion de residuos primarios, en e momento de la
cosecha (hojas y tallos de maiz, pajas de trigo, cebada, frijol, etc.) y para residuos
secundarios, obtenidos en el proceso de post cosecha (bagazo cafia, pulpa de café,
cascara de cacao, etc.). (Saval, 2012)

Estos materiales deben ser objeto de pretratamientos fisicos y quimicos, cuya finalidad
es mejorar las caracteristicas relacionadas con la porosidad del sustrato, su capacidad de
retencion del agua, nutrientes solubles y la posibilidad de las particulas de mantenerse
libres sin formar grumos, ocurriendo una mayor transferencia de masa a través del
sustrato y asi propiciar la degradacion deseada. Tablas 3y 4

En la mayoria de los estudios al utilizar el Pleurotus, hongo comestible-medicinal, el
interés es obtener una alta produccién de setas comestibles y hacia ello es que se dirigen
las condiciones de los experimentos, pero también hay investigadores que |o que desean
es utilizar los sustratos biodegradados con diferentes fines. biodegradacion de
compuestos recalcitrantes y xenobiéticos (Rodriguez, 2006) rompimiento de enlaces
diversos, y por tanto, compuestos organicos, obtencion de aimento animal,
biorremediacion de suelos, obtencion de fertilizantes y otros, por ello es importante

conocer €l grado de biodegradacion ocurrida.

Lo que destaca, de seleccionar esta tecnologia para llevar a cabo la biodegradacion, es
gue se cumple con los requerimientos de las tecnologias limpias, con un enfoque
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actualizado, a partir de la necesidad de la produccion de biocombustibles, aportar al
establecimiento de las biorrefinerias, sobre todo con la oportunidad de obtener a partir
de estos residuos, crudos enziméticos de diverso efectos en la dedlignificacion de los
diferentes sustratos y finalmente, sin lugar a dudas el aporte necesario a desarrollo
sostenible.

Los agentes biol6gicos han sido usados para remover la lignina y aumentar la
digestibilidad de los forrgjes de bagja calidad. Los hongos, basidiomicetos, en particular
el Pleurotus, que tienen la capacidad de degradar la lignina en las paredes celulares y
descomponer y mineralizar componentes celulares de las plantas, debido a que durante
la colonizacion del sustrato por e hongo, éste tiene la potencialidad de llevar los
carbohidratos a azlcares mas simples, por €l proceso de metabolismo fungico o
primario.

Los azUicares son consumidos totalmente por e hongo y entonces llegan a metabolismo
secundario, el cual consiste en la ruptura de los carbohidratos estructurales y la lignina
por las enzimas extracelulares como las lacasas, manganeso peroxidasa y lignina
peroxidasa. Empleando el Pleurotus puede evaluarse € efecto sobre la composicion
guimica de los diferentes sustratos.

Los resultados obtenidos por Dante et al (2008), con el empleo del Pleurotus
pulmonarius para cambiar la calidad nutritiva de la pga de trigo, constituyen un
giemplo de lo anteriormente planteado. En este estudio se determinaron materia seca,
materia organica, proteina cruda, fibra detergente neutra, fibra detergente écida, celulosa
y hemicelulosa ala paja de trigo esterilizada, empleada como testigo y a la tratada con
Pleurotus pulmonarius, no encontrandose diferencias significativas para la proteina
bruta, materia seca y hemicelulosa, sin embargo, se encontré6 mayor porcentgje de

materia organica, fibra detergente neutray fibra detergente &cida. Tabla5

Al modificar la estructura de la fibra, se incrementan los carbohidratos solubles, que
cuando son ricos en ellos puede representar una importante fuente de energia para los
rumiantes. Al romper la estructura del complejo carbohidrato-lignina, facilita el acceso
de los microorganismos celuliticos a los carbohidratos estructurales y mejora la calidad

y e valor nutritivo de lapaja.
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Tabla 5. Comparacion de la composicion de paja de trigo como sustrato inicial y el
sustrato post cosecha en cultivo de Pleurotus pulmonarius.

Paja detrigo sin Paja de trigo inoculado con
Componentes (%) inocular Pleurotus pulmonarius

Materia seca 96,43° , 96,54%
Materia organica 83,87° . 88,072
Proteina cruda 4,428 . 4,78
FDA 40,38° , 45,812
FDN 61,44° , 67,25
Hemicelulosa 21,062 . 21,442
Lignina 11,45° . 8,50

Cenizas 16,13% 11,93

Letras iguales indican que no hay diferencias estadisticamente significativas para un 95
% de confiabilidad..

Dante O, 2008
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Las condiciones ambientales y la especie del hongo usado en € cultivo, tienen gran
influencia en la composicién quimica de los cuerpos fructiferos. Las variaciones ocurren
principalmente en relacion a los minerales y contenido de proteinas. Hay pocos estudios
acerca de la composicién de minerales en cultivos de hongos comestibles Pleurotus, de
ahi la importancia del estudio realizado por Sales (2009), del cultivo de Pleurotus
ostreatus sobre residuales forestales y bagazo de cafia de azlcar, analizando |os macros
y microcomponentes de las materias primas y de los sustratos inicial y final

(remanente).

Los sustratos posibilitaron la produccion de un hongo rico en K, P, Mg e Fe,
encontraron que el potasio fue e mineral de mayor contenido en el hongo en todos los
sustratos ensayados (36,83-42,18 g-kg ). Hubo un aumento del contenido proteico y de
minerales en €l sustrato residual en relacién a inicial, concluyendo que P. K, Fey Mg
son los minerales mas importantes para €l cultivo de Pleurotus ostreatus. Los resultados
muestran que la composicion mineral de los hongos varia en dependencia del sustrato.

Resultados semejantes a los analizados anteriormente, se muestran en la biodegradacion
gue se experimenta por el efecto de las enzimas del Pleurotus, en las investigaciones
realizadas por Luna et al. (2013) que caracterizan las enzimas fibrolitica exdgenas
producidas por fermentacion solida en rastrojo de cebada inoculado con e hongo
Pleurotus ostreatus (cepa IE8), asi como su efecto en la composicion quimica del
rastrojo de cebada. Tabla 6

El andlisis quimico del rastrojo después de 30 dias de fermentacion revelé diferencias
significativas con la composicion original aprecidndose, disminuciones del 2,42 %; 7,03
%y 3,79 % en los contenidos de fibra detergente neutro (FDN), hemicelulosay lignina,
respectivamente. Por su parte la proteina bruta aument6 un 0,86 % y la digestibilidad in
vitro de la materia seca (DIVMS) paso de 39,6 % a 42,3 % después de 30 dias. Este
estudio muestra la factibilidad de emplear procesos biotecnolégicos simples
directamente sobre €l rastrojo de cebada para obtener enzimas con actividad fibrolitica
gue incrementen la digestibilidad de la materia seca in vitro, debido a la

desestructuracion de lafibra

Otros autores evallan la degradacion de los sustratos a través de la variacion en la
concentracion de algunos componentes (Ravera et al., 2008) estudian la dindmica de

desarrollo de P. ostreatus y su influencia sobre la degradacién de lignina, con el empleo
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Tabla 6. Composicion quimicay digestibilidad in vitro de la materia seca del rastrojo
de cebadaalos0, 8, 16 y 30 dias de FES con Pleurotus.

PEUEITIENDS Dia0 Dia8 Dial6 Dia30
(% base seca)

Materiaseca 96,1* 96,1° 959*  96,1°
Materia organica 885* 881* 883* 87,8
Proteinabruta 3,1° 34° 33 40°
FDN 751% 77,3* 783" 72,7°
FDA 51,8%° 538" 57,9*° 56,7°
Lignina 21,1* 204* 21,3* 17,3

DIVMS(24h) 39,6° 42,88 401° 42,3

Letras iguales indican que no hay diferencias estadisticamente significativas

para un 95 % de confiabilidad..

Lunal, et al., 2013
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de céascara de mani como sustrato durante toda la etapa de crecimiento del hongo, ya

gue su crecimiento produce la degradacion de la misma, ademés de setas comestibles.

Se determind la composicion del sustrato: a final de la invasion fungica (incubacion),
post cosecha (fructificacién) y solo incubacién (no se lo trasada a camara de

fructificacion) hastael final de la experiencia.

Se comprueba que el hongo durante el tiempo de incubacién consume compuestos mas
simples o faciles de degradar como hemicelulosa, oligosacaridos y proteinas
incrementando el porcentaje relativo de lignina presente como también de cenizas
totales. Durante la etapa de fructificacion se produce una disminucion de pectinas,
oligosacéridos y claramente de lignina (Figura 3). Esto expresa que la fructificacion es
la etapa principal en la degradacion de lignina, por o que es importante conocer més
sobre la preparacion del soporte para incrementar la reduccion de ligninay la eficiencia

biol6gica en la produccion de setas.

Muchos son los lugares en la region oriental y otras de Cuba donde se cultiva el coco
(Cocos nucifera. Lin), su produccién se dedica a la industria de confitura y a la
obtencion de aceites, se reporta utilidad de la cascara para la obtencién de carbon
activado (MINAGRI, 1993). Actualmente no existe ningln tratamiento reportado con
estos subproductos para producir alimento, y su disposicion final en el terreno de
cultivo o formar vertederos en muchos lugares, trae aparejado una descomposicion,
hasta que se fermenta espontaneamente o por el ataque de microorganismos del medio

ambiente, generando y proliferando plagas entre los cultivos 'y € suelo.

Los reportes del empleo de la cascara de coco, puray mezclada, cultivada por Pleurotus
sp. (Bermudez, 2001 y Garcia, 2008) como via mas atractiva'y econdmicamente viable,
con una eficiencia biolégica del 90 %; en la Tabla 7 se observa que es €l sustrato de
menor bioconversion comparado con la céscara de cacao y la pulpa de café, resultado
gue puede explicarse por la composicién quimica (ver Tabla 2), ya que tiene el mayor

porcentaje de lignina.
Pulpa de café y cascara de cacao

Teniendo en cuenta la composicién quimica y bromatolégica de la pulpa de café y la
cascara de cacao, que las hacen atractivos para ser empleados en la FES, por sus altos
contenidos de lignina, celulosay hemicelulosay sobre la base de su gran disponibilidad,
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Tabla 7. Bioconversion de sustratos estudiados y su comparacion con otros autores
(Martinez, 2000)* (Hechavarria, 2005)**

Sustratos Setas Sustrato remanente  CO2 yH20
Pulpadecafé 31,3 . 35,2 335
Cascaradecacao 20,6 . 27,9 515
Cascaradecoco** 124 70,3 173
Pulpa de café* 17,0 27,0 56,0
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Figura 3. Variaciones de los componentes en las diferentes etapas del ciclo productivo
en FES con e empleo de Pleurotus sobre cascara de mani (Ravera, 2008).
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cultura y tradicion en la region del cultivo de ambas especies en grandes volUimenes,
ademés de conocer gue estos residuales son vertidos de forma indiscriminada a terreno
de cultivo sin tratamiento alguno, ocasionando grandes problemas ambientales, se les
selecciona para su estudio en este trabgjo.

En la Tabla 2 se presentan niveles de concentracion de lignina, celulosay hemicelulosa
de varios sustratos empleados en FES, reportandose que el contenido oscila en un
intervalo de 12,2-17,5 % de lignina; 17,7-18,0 % de celulosa y 0,98-2,00 % de
hemicelulosa para la pulpa de café. La cascara de cacao presenta 10,8 % de ligninay
12,4 % de celulosa. El hongo emplea los sustratos lignoceluldsicos y carbohidratos en
su actividad metabdlica produciendo una disminucion del contenido de carbono, que en
muchos casos se convierten en dioxido de carbono a llegar la degradacion a

mineralizacion total.

Otro de los pardmetros a tener en cuenta ala hora de evaluar un sustrato, es la eficiencia
bioldgica, es decir, la eficiencia del microorganismo en el proceso de bioconversién del
sustrato en biomasa, como se puede apreciar en la Tabla 3 ambos sustratos reportan
elevados niveles de eficiencia bildgica en las condiciones de trabgjo de la planta de

produccion investigacion del CEBI.
4.1.1. Biodegradacion de la pulpa de café

Para realizar la evaluacion de la biodegradacion de la pulpa de café, se seleccionaron los
datos historicos recogidos en e control de calidad de la Planta de Produccion
investigacion del CEBI, en los 3 Ultimos afios. Los resultados de su eficiencia bioldgica
se encontraron dentro del intervalo de 120-130 % y la produccién de setas por encima
de 30 kg, luego de cosechar tres oleadas y en un tiempo establecido de 50-55 dias.
(Tabla 8). Se considera que la eficiencia biologica es directamente proporcional a la
biodegradacion del sustrato.

Los niveles de bioconversion obtenidos en este trabajo, de 30,0 — 34,3 % de setas,
superiores a los valores reportados por Garcia (2008) y por Martinez (2000) (Tabla 7),
reflggan la eficiencia del proceso fermentativo, aunque se debe sefialar que el resultado
reportado por Martinez (2000), se obtuvo en condiciones rurales y se realiz6 el célculo

teniendo en cuenta la cosecha hasta la segunda oleada.
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Tabla 8. Produccién de setas comestibles y sustrato remanente empleando pulpa de

café.
Lotes 2 3 4 9
Dias de cultivo 47 60 51 55
Precocidad (d) 17 16 _ 17 15
Produccion promedio de
s frescgs (o/bolsas) 681,2 . 620,4 .689,2 622,9
Total de setas frescas (kq) 301 310 310 343
Rendimiento (%) 344 310 345 31,1
Eficiencia bioldgica (%) 131,1 1193 1325 129,1
T (1/d) 29 19 26 2.3
Pleurotina himeda (%) 33,8 410 311 41,9

Pleurotina seca (%) 11,0 8,5 7,0 9,4
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Al redlizar una comparacion de la composicion porcentual de la pulpa de café y el
sustrato  remanente (Tabla 9) se aprecia que existen variaciones en los parametros
evaluados luego de ser biodegradado por el hongo, encontrandose diferencias
estadisticamente significativas en todos los parametros evaluados con excepcion, de la
materia seca y los niveles de humedad, a pesar de que luego del proceso de
fermentacion se le debe haber incorporado parte de la masa micelial a sustrato, pero si
se tiene en cuenta que en la composiciéon de la masa micelia existe un elevado por

ciento de agua (Brock, 2004) su aporte no debe ser significativo.

En cuanto a los valores obtenidos de fibra bruta, de un 17,66+0,12 % de contenido en la
pulpa de café, hubo una disminucién en el sustrato remanente en valores que oscilan
entre 12,25+0,1 - 14,87+0,12 %, existiendo una diferencia estadisticamente
significativa entre ambos sustratos (Tabla 9), lo que evidencia la actividad
biodegradadora del hongo en este tipo de sustrato. Se considera ademas que la fibra
bruta es |la materia recalcitrante mas dificil de ser degradada y constituye una barrera de

acceso del hongo a sustrato (Osmarini, 2012).

Las enzimas hidrofébicas que son producidas por € micelio del hongo, catalizan la
degradacion de las moléculas en unidades mas pequefias, las cuales son utilizadas por €
hongo como nutrientes. (Holker y Lenz, 2005, Rahardjo et al. 2006), por lo que se
reportan muchos trabajos donde se evalla la degradacion en funcion de la disminucion

delafibrabruta

Resultados similares son reportados por (Garzén et al. 2012), utilizando como sustrato
bagazo de cafia y hojas de roble, reportando una disminucién de 6,25 % para hojas de
roble y 7,31 % para el bagazo de cafia, recomendando su uso para la alimentacion de
animales poligéstricos. Bermudez (2001) reporta para pulpa de café una disminucion de

un 9 %, superior al resultado obtenido en este trabajo.

Al evaluar la variacion de la concentracion de lignina que ocurre entre el sustrato inicial
y €l sustrato remanente, se observan diferencias estadisticamente significativas, al
encontrarse los niveles de concentracion en la pulpa en 12,79+0,04 % y luego del
proceso de fermentacion alcanzan un intervalo de 8,13+0,02 % a 11,01+0,04 %,
corroborando |os resultados anteriormente evaluados de los criterios sobre la capacidad

del Pleurotus de degradar estos polimeros tan complejos.
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Tabla 9. Comparacién entre la composicion bromatoldgica de la pulpa de café y su
pleurotina (% base seca).

Sustrato Sustrato Sustrato Sustrato
nalisis -
café lote 2 lote 3 lote 4 lote 9
10.31° 12,812 11,832 12,33 2 13,752
L imeadad L)
PR 40,09 +0,09 +25 +1,02 +2.5.
. 89,69° 87,192 88,17 2 87,672 86,25 2
Materiaseca 5 +03 +0.17 +03 +13
Materia 82,522 78.45° 78,72° 77,71¢ 77,75¢
organica 0,1 +0,05 0,21 +0,25 +0,25
© 508¢ 453" 5,20° 5,534 - 6,12°¢
Grasacruda  ,50; 4003 4009 _ +0,03 +0,12
. 17,662 12,25° 1442°¢ 13,744 14,87°¢
Fibrabruta 15 +0,1 +0,2 +0,23 +0,12
. " 5824° 45,26 52,245 50,89 " 49,78"
Carbohidratos 45 £12  #15 0,34 0,87
oN 700 14,25° 13,23° 13,55° 13,65°
+0,43 +0,15 +0,03 +0,05 +0,05
. 7a7¢° 8,74 ° 953°¢ 10,02 ¢ 8,50 ©
Cenizas 407 +0,04 +0,13 40,06 +0,06
.. 1279° 1029° =~ 813° 11,01 ¢ 9,75 ©
Lignina  ,004 40,03 +0,02 +0,04 +0,07
. 1,75 @ 003°  004° 0,01 ° 0,06 ©
Cafeina 1405 +002  +0,005 +0,001 +0,01
03° 009° 006" 0,08 b 0,13 °
Fenoles /4 +0,01 +0,02 +0,03 +0,09

Letrasigual esindican que no existen diferencias estadisticamente significativas.

Muchos autores dan seguimiento a la biodegradacién de los sustratos lignocelul ésicos
por la variacion en la concentracion de los carbohidratos. Durante el proceso de
fermentacion, el hongo consume primeramente las compuestos més simples (Ravera,
2008) como las pectinas, hemicelulosa y los sacaridos simples en la fase de crecimiento
micelial, mientras que la lignina es degradada en la fase de fructificacién; al comparar
los resultados presentados en la (Tabla 9), donde se reflgja la concentracion de
carbohidratos solubles en la pulpa y el sustrato remanente, se observo una disminucion
en el contenido de los mismos 58,24+0,3 % reportados para la pulpa hasta un intervalo
de a52,24+1,5 - 45,26+1,2 % , cuestion ésta que tiene su causa en el hecho de que los
mismos son consumidos por el hongo y que tiene correspondencia con lo planteado por
Raveraet al. (2008).

Por otra parte, dada la importancia que tiene el carbono para la célula, elemento que

mas se utiliza durante €l crecimiento y desarrollo de Pleurotus spp., ademéas puede ser
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asimilado a partir de diferentes fuentes como polimeros, carbohidratos y lipidos, es que

uno de los parametros mas empleados es |a determinacién de larelacion C/N.

Como se puede observar en la Tabla 9, el sustrato inicial presenta un vaor de
17,00£0,43 % mientras que el sustrato remanente oscila entre en un intervalo de
13,23+0,03 a 14,25+0,15 %, cuestién que esta sustentada por una disminucion del
contenido de carbono en forma de diéxido de carbono dado por e metabolismo del

hongo.

Sanchez et al. (2002) encuentran relacion entre la disminucién de la relacion C/N con
el aumento en la eficiencia biolégica en cepas de P. ostreatus (CCMC H-041 e IE-8) y
P. pulmonarius (IE-115) en mezclas con atos contenidos de madera de vid. Estos
autores reportan una disminucién en la relacion C/N en los residuales de post cosecha
después de incubar por 25 dias P. sajor-caju en paja de cebada (25,6 %), bagazo de
cafia de azlcar (61,9 %) y hojas de platano (57,1 %), en estas variaciones pueden influir

las condiciones de cultivo como: la cepaempleaday €l tipo de sustrato.

La materia organica disminuye (Tabla 9) de 82,52+0,1 % en sustrato inicial hasta un
intervalo que oscila entre 77,75x0,25 - 78,72+0,21%, inferior a lo reportado por otros
autores para desechos urbanos (Delfin, 2003), con una disminucién superior a 80 %;
correspondiendo la mayor reduccién a la etapa de colonizacion del sustrato (primeras
cuatro semanas). Los resultados indican que la mayor parte de la materia organica

original fue mineralizaday liberada a ambiente en forma de COzy vapor de agua.

En cuanto a la composicion de macro y micro elementos (Tabla 10), se observa que
ocurre un aumento en la concentracién de sodio, fosforo, hierro, y potasio,
disminuyendo la concentracion de calcio, reportandose diferencias estadisticamente
significativas para un 95 % de confiabilidad para todos los elementos evaluados en
sustrato remanente con respecto a sustrato inicial. En investigaciones realizadas por
Sales (2009), se ha demostrado que existe dependencia de la composicion de las setas
comestibles y los sustratos en que se cultiva, que proviene principalmente del tipo de
planta, aungque también son importantes otros factores como la variedad, € grado de
madurez, el manejo, la fertilidad del suelo, la época de siembra, la ocurrencia de
heladas, etc., que influyen en el desarrollo en general de las plantas y en consecuencia

en la constitucion nutrimental de ellas en un momento dado, por lo que sigue siendo
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Tabla 10. Composicién de minerales de la pulpade caféy el sustrato remanente

(% base seca).
Minerales Pulpa de café Pleurotina de café
Calcio 0,48° , 0,38°
Sodio 0,70% , 1,14°
Fosforo 015 . 0,23°
Hierro 0,70 . 1,38°
Magnesio 0,05 , 0,08
Potasio 1,432 . 1,93°
Cobre Trazas . 0,04

Manganeso 0,34 , 0,73
Zinc 0,042 . 0,96°
Niquel Trazas . Trazas

Cobalto Trazas Trazas

Letras iguales indican que no hay diferencias estadisticamente significativas. Para 95%
de confiabilidad
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motivo de estudio por los investigadores, la composicion del sustrato a emplear,

analizando los macro y micronutrientes de sustrato inicial y post cosecha.

En la investigacion realizada por Rodriguez et al. (2005), se presenta un andisis
comparativo de los sustratos iniciales y post cosecha del cultivo de Pleurotus de tres
especies diferentes (Pleurotus sajor caju, Pleurotus ostreatus y Pleurotus. pulmonarius)
sobre pulpa de café y mezclas con aserrin del tallo del café, encontrando que cada
especie tiene una capacidad diferente de degradacion de los sustratos, y que esta ligada

asu naturaleza enzimética. Tabla 11

Para el caso de la pulpa de café, la especie que mostrd la mayor capacidad de
degradacion del sustrato fue P pulmonarius. Con esta especie larelacion C/N cambio de
49 a 23, seguida de P. ostreatus donde €l sustrato paso de unarelacion C/N inicial de 37
a 21 en el sustrato agotado, y la cepa de P. saju caju mostré la menor capacidad de
degradacion pasando €l sustrato de una relacion C/N de 34 a una de 28. Varios estudios
han mostrado que durante e cultivo de las especies Pleurotus, los compleos
lignocelulésicos, son descompuestos por el micelio del hongo. En este proceso el CO2

libre es expulsado y larelacion C/ N disminuye.

También para pulpa de café, el mayor incremento en el contenido de proteina en €l
sustrato post cosecha, con respecto al sustrato fresco, fue para P. Pulmonarius, que asu
vez presentd e mayor contenido de proteina en su cuerpo reproductor (29,30 %),
seguido de P. ostreatus y P. sajor-caju, presentando una relacion directa entre €l

contenido de pleurotina de los cuerpos reproductores y del sustrato post cosecha.

El incremento en el contenido de proteinas del sustrato post cosecha, aunado a la
degradacion de la lignina que hacen las especies de Pleurotus, aumentando la
digestibilidad del residuo, abren la posibilidad de poderlo utilizar en la alimentacion
animal. Herrera 'y Saldifia (1999), afirman que €l residuo € cultivo de hongos puede ser
utilizado en la alimentacion de rumiantes debido a sus propiedades probidticas, que

ayudan alaasimilacion de los alimentos.

Por otra parte, cuando los residuos tienen una relacion C/N superiores a 20, estos no
pueden ser utilizados como fertilizantes organicos, ya que la relacion indica que el
material aln no esta descompuesto, estabilizado y apto para ser usado en e campo

como fertilizante organico. Cuando larelacion C/N estéd en el rango entre 10y 12, su pH
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Tabla 11. Andlisis bromatol 6gicos y de minerales de sustratos antes y después del
cultivo de Pleurotus spp.

Pleurotus Pleurotus

Pleurotus sajorcaju ostreatus

pL monarius

., Pulpa +
Pulpa de café Aserrinde  aeerrin de Pulpa de café Pulpa de café
tallo de café café
Determinacion A D A D A D A D A 5

(04)

Cenizas 2,85 3,60 145 202 279 265 1122 676 689 834

Proteina 1143 13,62 344 4,82 717 642 713 16,13 10,08 16,94
Nr 1,83 2,18 055 0,77 1,15 206 114 258 161 171

Fibra 31 18 33,00 67,30 70,30 56 05 5947 11, 75 20,07 13,17 22,64
Grasa 4,83 315 498 442 169 103 171 368 239 158

CN 34 28 113 81 8 54 49 23 37 21

P 004 004 001 001 003 001 008 006 012 0,08

Ca 0,09 046 0,36 0,46 0,46 095 040 086 036 101

K 042 022 004 004 004 020 346 166 269 224

A: antes D: después

Rodriguez y Jaramillo (2005)
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cercano a la neutralidad (6-8) y tiene apariencia de suelo es que se puede utilizar como

fertilizante organico.

Otro aspecto interesante que se observa en el andlisis del pardmetro eficiencia biolégica
para la valoracion de la biodegradacion de la pulpa de café, es el realizado por Garcia,

2008. Los resultados se presentan en las Tablas 12 y 13, se observa como en las cepas
que presentan mayor eficiencia bioldgica son las menores productoras de enzima,
lacasa, manganeso peroxidasa y lignina peroxidasa, las cuales a medirse al término de
los 60 dias, podria explicarse que son consumidas durante el proceso de fructificacion.
Sin embargo, los resultados  obtenidos  con la utilizacién de residuales de café
(Rodriguez, 2006) y residuales de algarrobo, aserrin y otros (Montoya y Restrepo,

2009), muestran que se presentan diferentes isoenzimas que son las que condicionan la

biodegradacion

La aplicacion de la pulpa de café para la aimentacion animal o como abono, no se ha
desarrollado, debido principamente a la presencia de componentes toxicos vy
recalcitrantes como los polifenoles. La cafeina produce efectos antifisiologicos en €
animal, mientras que los taninos tienen la capacidad de interactuar con las proteinas
provocando una disminucion de su valor nutritivo. En la Tabla 9 se reportan valores de
concentracion de cafeina de 1,75+0,05 % y de fenoles de 0,3+0,02% para € sustrato
inicial evidenciandose una disminucion estadisticamente significativa en € sustrato
remanente con valores que oscilan en el intervalo de 0,01- 0,06 parala cafeinay 0,13 —

0,06 paralos fenoles.

La disminucion de la concentracion de los fenoles totales y de la cafeina de la pulpa de
café esta asociada con la produccion de la enzima lacasa, la cual puede ser responsable
de esta transformacion (Rodriguez, 2006), junto a otras enzimas, que se expresan en
menor actividad; se conoce que la pulpa de café estd compuesta, entre otros, por lignina
y compuestos aromaticos con estructura quimica semejante a esta, los cuales son

inductores de enzimas lacasas.

Investigaciones realizadas por Garcia (2008), empleando las columnas de Rimbault para
el desarrollo de la fermentacion en estado solido con Pleurotus, muestran que existe una
disminucion del contenido de fenoles totales del sustrato por las dos cepas estudiadas,

siendo evidente desde las primeras 24 horas la disminucion de la concentracion de
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Taba 12. Eficiencia biol6gica, tasa de produccién.

C Eficiencia Diasd Tasade
epas biologica 'as ge produccién

CCEBI (%) produccion (%)
3021  204,36+33,9° 60 3,41+0,0%
3022 _ 33,17+16,0° 54 0,62+0,312
3023 _ 148,22+25,0° 55 2,70+0,49"
3024 195,38+11,7% 45 4,35+0,324°
3025  95,33+29,9° 51 1,87+0,61°
3027 225,23+ 42,94 50 4,50+0,81°

* Se reflgjan los valores promedios de tres réplicas y la desviacion estandar. Letras iguales para
un mismo parametro, refiere no existencia de diferencias estadisticas significativas entre las
medias de | as cepas (Pruebade Duncan, p < 0,05).

Tabla 13. Actividades enzimaticas de lacasa, manganeso peroxidasay versatil

peroxidasa de las cepas de Pleurotus spp. luego de 60 dias de cultivo sobre pulpa de

café.
Actividad enzimatica (10%) Ug™* sustrato seco
Cepas Lacasa Manganeso peroxidas Versatil peroxidasa
CCEBI 3021 7,27+0,112 . 2,86+0,31° ___ 4,77+0,08°
CCEBI 3022 9,60+0,25° . 3,58+0,31° ___8,65+0,08°
CCEBI 3023 13,97+0,41¢4 5,89+0,31°¢ 8,68+0,08°
CCEBI 3024 7,47+0,042 : 2,5¢0,312 ___560+0,08°
CCEBI 3025 7,57+0,042 . 3,64+0,31° __510+0,08°
CCEBI 3027 8,43+0,01° 6,75+0,31° 6,58+0,08¢

Se reflgjan los valores promedios de tres réplicas y la desviacidn esténdar. Letras iguaes
para una misma actividad enzimética, refiere no existencia de diferencias estadisticas
significativas entre las medias de | as cepas (Prueba de Duncan, p < 0,05).
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estos compuestos toxicos y luego durante el resto de los dias de la fermentacion a un

hivel casi constante de la concentracion.

La cepa CCEBI 3023 presentd mayores niveles de biotransformacion (53,07 % de
fenoles totales trasformados a las 24 horas) que la cepa CCEBI 3024 (45,51 %, alas 48
horas). La disminucion méxima de concentracién de cafeina se observo a séptimo
(ultimo) dia estudiado, los valores de remocion de cafeina, independientemente de la

escal a de fermentacion, oscilaron entre 15-24 %.

La disminucién del contenido de fenoles del sustrato durante el ciclo de cultivo de
Pleurotus spp., €s un aspecto importante en la adaptacion de la cepa a éste, lo cua
pudiera acelerar la colonizacion y como consecuencia decrece el riesgo de
contaminacion con mohos. Por otra parte mejora las caracteristicas para el empleo del

sustrato remanente (pleurotina) como alimento animal y fertilizante organico.

En los estudios realizado por Job D. (2004) se evalUa la capacidad de la cepaindustrial
HK35 de Pleurotus ostreatus de fructificar en diferentes substratos que contienen de
17,8 a 55% de borra de café industrial mostrando que la incorporacién a sustrato de
hasta un 55% de esta borra de café, no disminuye la capacidad de fructificar ni €
rendimiento del Pleurotus. Ademas, el andlisis de la cafeina efectuado en el substrato
indica que la misma es degradada hasta un 59 % por € micelio y que ésta no es

incorporada en las fructificaciones recogidas, indicando su degradacion.

Este resultado de Job y col (2004) coincide con los obtenidos por Garcia (2008), sin
embargo Nieto (2007) reporta lano degradacion de la cafeina sobre pulpa de café por
el Pleurotus sgor- cau, poniendo de nuevo en evidencia los diferentes

comportamientos en los procesos de biodegradacion de las especies de Pleurotus)

Interesante resulta para la implementacién de biorrefineria con el empleo de las enzimas
de Pleurotus sobre pulpa de café el trabgo realizado por Arone (2015), € cual se

muestra a continuaci on.

La obtencion y concentracion de crudos enziméticos por fermentacion en estado solido
y sumergida parasu aplicacion en el pre-tratamiento del bagazo de cafia, fue evaluando
el crecimiento fungico, por gravimetria y espectrofotometria, empleando hongos del

género Pleurotusy Trametes, durante 15-20 dias.
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Del crecimiento fungico en FS se obtuvo 1,38+0,01 y 0,40+0,02 (mg/mL) de biomasa
seca para Trametes sp. y Pleurotus sp., a los 12 dias de inoculado €l medio; mientras
que se detecta al 6" dia 1,42+0,02 y 1,53+0,18 (U/mL) de actividad lacasa,
respectivamente. En la FES Pleurotus sp., mostré mayor crecimiento en pulpa de café
con valores de 300,5 y 1,10 mg/g de biomasa seca y quitina, respectivamente. Por otro
lado, Trametes sp., mostrd una mayor actividad lacasa con un valor de 27,70+0,44 U/g
en el crudo Trametes en pulpa de café.

Los crudos enziméticos de este hongo (Trametes en bagazo de cafia, Trametes en pulpa
de café) mostraron mejor eficiencia en la deslignificacion del bagazo con un 53,9y 67,1
% para €l crudo no concentrado; 73,7 'y 80,2 %, con el concentrado. Ademés, una mayor

liberacion de azlicares reductores con valores de 4,36 y 5,35 g/L, respectivamente.

A los productos de hidrdlisis obtenidos del pre-tratamiento se le inocul6 la levadura
Kluveromyces marxianus CCEBI 2011, lograndose una fermentacion alcohdlica cuya
eficiencia fue de 82,1-87,3 %, y el etanol formado alcanz6 valores de 4,23 - 4,83 g/L;

demostrando la viabilidad del pretratamiento enziméatico para la obtencién de bioetanol.

4.1.2. Biodegradacion de la cascar a de cacao

Para €l cultivo del cacao con Pleurotus se siguié la metodologia implementada en la
Planta de Produccion Investigacion del Centro de Estudios de Biotecnologia Industrial
(Bermldez et al., 2001), a diferencia de la pulpa de café, la humedad de las cascaras de
cacao debe estar entre un 60-70 %, para que la colonizacion del micelio sea completay
eficiente, esto se logra realizando un proceso de secado solar del sustrato previo a la
inoculacién. Todos los parametros del cultivo se corresponden con |os establecidos para

la pulpade café.

Una de las principales caracteristicas de los subproductos de cacao es la poca
probabilidad de asentamientos por parte de otros microorganismos, es decir,
précticamente no existe una contaminacion de éste, a pesar de exponerlo a medio
ambiente durante &l proceso de secado. Esto resulta una ventgja para este sustrato por

encima de otros subproductos que pueden sufrir f&cilmente una contaminacion.

Se produjeron cuatro cosechas de forma estable, como se puede apreciar en la Tabla 3

en el cultivo de este hongo sobre cascara de cacao se obtienen valores de eficiencias
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bioldgicas (84 %) inferiores a los resultados obtenidos en el cultivo de Pleurotus
empleando pulpa de café.

Como se planted anteriormente, uno de los métodos més empleados para evaluar la
biodegradacion de un sustrato es la comparacion de las concentraciones de sus
constituyentes en el sustrato inicial y el sustrato remanente, evidencidndose en todos
los pardmetros evaluados diferencias estadisticamente significativas para un 95% de
confiablidad. Tabla 14

Tabla 14. Comparacion entre la composicion bromatol dgica de la cascara de cacao y €l
sustrato remanente.

Parametros (%) Cascara de cacao Sustrato remanente
Humedad 10,20+0,05% 18,81+0,04°
Materia seca 89,80+0,3? 81,19+0,11°
Materia organica 80,50+0,03% 75,03+0,08°
Grasas 9,78+0,282 7,99+0,04°
Proteina 5,50+0,25% 13,87+0,12°
Fibra bruta 23,00+0,12 19,22+0,23°
Carbohidratos 56,28+0,28% 52,75+0,25°
Nr 0,88+0,04° 2,27+0,12°
CIN 53,10+0,17 19,57+0,55°
Cenizas 9,30+0,022 6,18+0,19°
Cafeina 1,09+0,022 0,01+0,002°
Polifenoles 0,06+0,0022 0,0070+0,002°

La pérdida de la materia organica es el criterio més simple adoptado para evaluar la
extension de la degradacion del sustrato, al comparar los datos presentados, se pone de
manifiesto una disminucion de la materia organica de un 5,47 % al variar los niveles de
materia organica de un 80,5+0,3 % a 75,03+0,08 %, similar a lo ocurrido con la pulpa
de café y en correspondencia con lo reportado por Rodriguez (2005), pues,
concomitante con el crecimiento y fructificacion de las setas sobre subproductos
lignocelul 6sicos, se presenta un decremento en e contenido de materia organica, 1o cual
se debe a las pérdidas de COz y H20 durante el metabolismo de los hongos y también a

laremocién de materiales del sustrato por laformacion de cuerpos fructiferos.

Al evaluar los resultados obtenidos de fibra, se puede observar que ésta representa un
23+0,1 % de la materia seca en la cascara de cacao y que disminuy6 en 3,78 %,
confirmando la capacidad degradadora del Pleurotus y que se encuentra en
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correspondencia con lo reportado por Bermudez (2003) y o obtenido cuando se emplea

pul pa de café como sustrato.

Los valores de proteina se incrementa en el sustrato remanente en la FES de las
cascaras de cacao, coincidiendo con los resultado para los sustratos post cosechas
reportados para otros sustratos (Varnero, 2010), cuestion que confirma la calidad para
ser utilizado en la alimentacion animal, pudiendo compararse favorablemente con otros
residuos utilizados con este objetivo. Es importante sefidar, que e aumento en €
contenido de proteina se debe a las pérdidas de materia seca en forma de CO2 del
sustrato y restos de micelio que quedan aln presentes en éste, datos similares se reporta
por Hechavarria (2005) y Bermudez (2003).

La relacion C/N disminuyé de 53,10+0,1 % reportado para €l sustrato inicial a un
19,57+0,57 % en el sustrato remanente; resultado que se explica por e incremento
relativo de la concentracion de nitrégeno total, como consecuencia de la disminucién
del contenido de carbono en forma de desprendimiento de diéxido de carbono. Esto
ultimo estd4 asociado a la actividad microbiolégica desarrollada en € interior del
sustrato, y principalmente por e uso de fuentes de carbono presentes en e mismo para

el desarrollo y produccién del hongo.

En la composicion de la cascara de cacao se encuentran compuestos anti fisiologicos y
téxicos como los polifenoles y la cafeina, cuestion ésta que limita su utilizacién como
alimento animal, sin embargo se puede apreciar que luego de ocurrida la fermentacion
en el sustrato remanente existe una disminucién del contenido en aproximadamente un
1,08 % para la cafeina y 0,051 % para los polifenoles, resultados que estan en
correspondencia con los reportado por Hechavarria (2005) y Garcia (1999) para éste

mMiSmo sustrato.

Existen reportes que evidencia una dependencia entre la composicion del sustrato
empleado en los procesos de fermentacion y el hongo crecido en el mismo. En la Tabla
15 se puede observar una disminucion estadisticamente significativa solamente en los
niveles de concentracion de calcio, sodio, en el sustrato remanente, Sin embargo todos

los restantes minerales aumentan, como ocurre en la pulpa de café.

Para evaluar la bioconversion en el sustrato de cascara de cacao se siguid €l mismo
procedimiento que el utilizado cuando se empled pulpa de café (Tabla 7). Se realizé el
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Tabla 15. Comparacion entre la composicion de minerales de la cascarade cacao y le
residual remanente obtenido (% base seca).

Minerales Céascara de cacao Sustrato remanente

Calcio 091° | 0.50°
Sodio 0.16° , 0,11
Fosforo 0,67 , 0,28
Hierro 0,70 . 1,38
Magnesio 0,05 . 0,08°
Potasio 1,43 . 1,93°
Cobre Trazas , 0,04
Manganeso 0.34% . 0,73
Zinc 0,04 | 0,96
Niquel Trazas . Trazas
Cobalto Trazas Trazas

Letrasigualesrefiere no existenciade diferencias estadisticas significativas paraun 95 % de
confiabilidad.
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balance de materiales, el cual evidencia la fermentacion en estado solido de las cascaras
de cacao y su comparacion con otros sustratos empleados en la FES. Los valores de
bioconversion cuando se emplea cascara de cacao son inferiores a los reportados para la

pulpa de café.

Por la importancia que tiene el basidiomiceto Pleurotus spp. en las investigaciones que
se desarrollan en nuestra institucién, debido a la facilidad de su cultivo por los pocos
requerimientos que exige, los resultados mostrados deben conllevar a la generalizacion
de la tecnologia de las setas comestibles-medicinales para los residuales semejantes a la
pulpa del café y la cascara de cacao, en particular en nuestro pais (Chang, 2007,
Phillipoussis, 2011).

Del estudio realizado, podemos afirmar que el éxito del proceso de biodegradacién
deseado va a depender, en gran medida, de la degradacién que ocurra en |os sustratos,
en este caso, sustratos lignoceluldsicos, los cuales como se ha visto anteriormente
(Anexo A, B, C, D), poseen una composicién y estructura compleja. Se ha demostrado
gue existe dependencia de la composicion de las setas comestibles y |os sustratos en que
se cultiva, que influyen en el desarrollo, en general de las plantas y en consecuencia en
la congtitucién nutrimental de ellas en un momento dado, por lo que sigue siendo
motivo de estudio por los investigadores, la composicién del sustrato a emplear,

analizando los macro y micronutrientes de sustrato inicial y sustrato remanente.

40



Cronelusiones



Conclusiones

5. CONCLUSIONES

1. Lavaoracién realizada de diferentes sustratos puros y mezclados, evidencié la
importancia que tiene la composicion quimicay las caracteristicas fisicas de los
sustratos, para el desarrollo y crecimiento del Pleurotus spp. y por tanto para la

biodegradacion de los mismos.

2. Existen agunos factores que muestran relacion directa o indirecta con la
biodegradacion de los sustratos, hallazgos que son indicadores y pueden servir
de guia, pero no se deben considerar como condicionantes absolutos, ya que
estas investigaciones reafirman que la degradacion de los sustratos por los
hongos del género Pleurotus esta sujeta a la influencia de mdiltiples factores ,
entre ellos, actividad enzimética, interaccién de micelio y sustrato, genotipo de

la cepa, condiciones ambientales y estudio morfogenético del cultivo.
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Recomendaciones

6. RECOMENDACIONES

Continuar los estudios sobre la biodegradacion de los residuos lignocelulésicos,
prestando atencion ala determinacién de las isof ormas de lacasa.
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Anexos

ANEXOS

A. Estructura parcial de la Celulosa cristalina
(Fuente: Ferraz, 2004)
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B. Segmento de estructura plana de la hemicelulosa.
(Fuente: Ramirez et al., 2000)
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C. Estructura propuesta para lalignina.
(Fuente: Ramirez et al., 2000)
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D. Segmento de estructura de la pectina.
(Fuente: Ramirez et al., 2000)
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Combustiblesy
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E. Esguema de comparacion de unarefineria de petréleo y una biorrefineria.
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Petrobras.



Anexos

Biomrefineria sustratos lignocelulbsicos

Sustratos lignocelul 6sicos
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I. Condiciones establecidas para la produccion de setas comestibles Pleurotus spp.

Cepa Pleurotus spp. CCEBI 3024
Sustrato Pulpa de café
Capacidad del biorreactor 2 kg de sustrato humedo
Humedad del sustrato de siembra 70-75 %

Inoculacién  Micelio crecido en trigo o0 sorgo 10 % peso/peso

Temperatura: 26 - 28 °C.
Humedad relativa del ambiente: 73-75 %

Fase de colonizacion

Concentracion de COz: aire normal

Luminucidad: penumbra

Temperatura: 23 - 26 °C. Humedad relativa del

ambiente: 80 - 95% Riegos. 3-4 veceddia (en

Fase de fructificacion piso y paredes) Concentracion CO2: <0,6 %,
ventilacion forzada Luminosidad: 150-200 lux

(suficiente para leer)

J. Procedimientos Normalizados para el aseguramiento del control de lacalidad en la
Planta de Produccion Investigacion del Centro de Estudios de Biotecnologia Industrial.

No. Procedimiento Normalizado de Trabajo Cadigo No. de paginas
1 I noculac! On de la cepa Pleurotus spp. en CEBI/PT/01/03 4
placasPetri ,
5 Inoculacion de la cepa Pleurotus spp. en CEBI/HC/ET/OL 3
tubosdeensayo ,
Reglas de bioseguridad en el proceso de
3 cultivodePleurotus spp. CEBI/ HC/PT/02 !
4 Obtenciondeinoeulos. CEBI/HC/PT/03 7
5 Selecciondelsustrato CEBI/HC/PT/04 4
6 Tratamientodelsustrato CEBI/HC/PT/05 5
7 Siembradelsustratosel eccionado CEBI/HC/PT/06 5
8 _Incubaciéndelsustrato CEBI/HC/PT/06 5
9 Fructificaciondel assetas CEBI/HC/PT/08 5

10 Cosecha ~ CEBI/HC/PT/09




