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Resumen
Correspondencia Pleurotus eryngii (Fr.) Quél, conocida como seta de cardo, es un
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se ha centrado en mejorar la produccion de la misma. Se han ca-
racterizado los 6ptimos de crecimiento miceliares de dos cepas sil-
vestres de seta de cardo en medio soélido y liquido. Se evalué la
productividad de tres cepas de seta de cardo sobre diversos resi-
duos agroalimentarios (cascarilla de arroz, paja de trigo, aserrines
y bagazo) con el fin de conocer la viabilidad de los mismos para
produccion de basidiomas. El bagazo, subproducto de la fabrica-
cion de la cerveza, se ha usado por primera vez en el cultivo de P,
eryngii, resultando ser el sustrato mas efectivo donde fructificaron
las tres cepas.
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Beta-glucano, Eficiencia bioldgica, Eryngium campestre.

Abstract

Characterization and culture of three Pleurotus eryngii (Fries)
Quélet strains on food and agriculture wastes.

Pleurotus eryngii (Fr). Quél commonly known as king oyster
mushroom, it is an excellent edible fungus that belongs to the
group of white-rot fungi. Thanks to its versatile lignocellulosic
enzymatic complex, diverse biotechnological and medicinal
applications have been found. The aim of our work have centered
on improving its production. In this work we have characterized the
optimum growth parameters of two strains of king oyster mushroom
in solid and liquid media. Also, we have evaluated productivity of
three strains on diverse food and agriculture wastes (rice husk,
straw of wheat, sawdust and bagasse) in order to know the
production viability of basidiomata. The bagasse, beer production
waste, it has been used for the first time in the cultivation of P.
eryngii, turning out to be the most effective substratum where the
three strains fructified.

Key words: Bagasse, Agricultural waste, Lignin, Cellulose, Beta-
glucan, Biological efficiency, Eryngium campestre
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Introduccién

Pleurotus eryngii (Fr.) Quél.,o seta de cardo, tiene
una larga tradicion en su recoleccion y consumo
por sus excelentes caracteristicas organolépticas.
P eryngii es un hongo basidiomiceto del orden
Agaricales, familia Pleurotaceas (Tabla 1). Las es-
pecies del género Pleurotus son lignicolas sapro-
troficas o parasitas, pertenecientes al grupo de
hongos de la pudricion blanca. Estos son eficien-
tes descomponedores de maderas duras y blandas,
que hacen accesible la celulosa al resto de los mi-
croorganismos tras su deslignificacion (Martinez
et al. 2005). Las especies pertenecientes al com-
plejo P eryngii son pardsitos débiles, pudiendo
encontrarlas viviendo en las raices o en la base de
los tallos de la plantas vivas o muertas, de la fami-
lia de las umbeliferas (Zhang et al. 2006).

Singer (1986), describe 38 especies y asigna
algunas nuevas como hongos del género Pleuro-
tus basandose en caracteres morfologicos. Poste-
rores estudios moleculares basados en técnicas de
PCR-RFLP de la region IGS2 en combinacion con
el estudio de las secuencias de ADN ribosomal de
la subunidad pequefia (SSU rDNA) revelan la
existencia de 12 complejos de especies bioldgicas
del género Pleurotus (Urbanelli et al. 2002). En el
estudio realizado se trabajo con cepas del comple-
jo de especies de P. eryngii, variedad eryngii, re-
cogidas al pie de Eryngium campestre L., salvo en
la de origen comercial.

La valoracion de los rasgos genéticos y la di-
versidad fenotipica son de gran importancia para

distinguir aquellas cepas con genotipos de P. er-
yngii interesantes, para la obtencion de cosechas
potencialmente altas (De Gioia et al., 2005). Se ha
descrito que el complejo de especies de P. eryngii
muestra gran diversidad genética (Zhang et al.
2006). Se apunta que el estudio de la region 1GS2,
por andlisis de polimorfismos de los fragmentos
de restriccion (RFLP), pueda llegar a ser un mar-
cador en ADN eficiente para caracterizar y prote-
ger los derechos del productor, comportandose
con mayor fiabilidad que las descripciones morfo-
logicas del cuerpo fructifero, dado que la morfolo-
gia del mismo es susceptible de variacion por las
condiciones ambientales (Zhang et al. 2006).

Actualmente, el género Pleurotus es fuente de
un potencial biotecnologico muy prometedor (Ta-
bla 2), que abarca multitud de campos de aplica-
cioén (Cohen et al. 2002), donde destacan aquellas
aplicaciones que se sirven principalmente de su
bateria enzimatica lignolitica, ademés de sus beta-
glucanos y proteinas de bajo peso molecular. Es-
tas se basan en el sistema lignolitico de los hongos
de la pudricién blanca, proceso clave para el reci-
clado de carbono en los ecosistemas terrestres.
Este esta compuesto por un conjunto de enzimas
oxidativas: peroxidasas de lignina (LiP), peroxi-
dasas dependientes de manganeso (MnP) y laca-
sas (Cohen et al. 2002).

El sistema lignolitico de P. eryngii se investiga
para vislumbrar su funcionamiento y regulacion
(Gomez-Toribio et al. 2001, Guillén et al. 2000,
Staji¢ et al. 2006b) asi como la purificacion de las
enzimas implicadas (Guillén et al. 1992, Mufioz et

Basidiomicetes.
Orden: Agaricales.
Familia:
Pleurotaceas.
Pleurotus eryngii
Variedad: eryngii.

Variedad Caracteristicas principales Fenologia y habitat Distribucién
Clasificacion (Kirk | Sombrero: 5-15 cm.; convexo al prin- | Fenologia: desde comienzos del |-Europa occidental
et al. 2001) cipio, ligeramente deprimido al madu- | otofio hasta finales de invierno, y central.

Division: rar, pardo con tonalidades crema al pudiendo reaparecer al comienzo |- Suroeste de

principio. Las laminas son decurren-
tes, bastante gruesas, de color blan-
quecino, aunque, al envejecer tornan
crema, anastomosadas al pie
(Zervakis et al. 2001b)

Pie: entre los 3 -6 x 0,5 -3 cm, cilin-
drico, de central a ligeramente excén-
trico, atenuado en la base, de color
blanco. La carne es de color blanco
(Zervakis et al., 2001b).

Esporada: blanca. Esporas elipsoida-
les, lisas, de 10,5-12,5 x 5-6 micras
(Zervakis et al., 2001b).

Rusia.
- Asia Central
(Delmas, 1989)

de la primavera en presencia de
precipitaciones. Se encuentran
solas o en grupos fasciculados
(Zervakis et al., 2001b).

Habitat: climas calidos. Crece
sobre las raices del cardo corre-
dor (Eryngium campestre); altitud
de 0 -1500 m, en lugares secos,
prados soleados, bosque claro
(Delmas, 1989)

Tabla 1.Descripcion detallada de P. eryngii var. eryngii.

Table 1. Detailed description of P. eryngii var. eryngii.
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Aplicaciones ganaderas

e Alimento

Se procesa el residuo agroalimentario con hongos de la pu-
dricion blanca que hace disponible la materia organica. Este
proceso facilita a los rumiantes su consumo.

(Okano et al. 2006a)

Aplicaciones agricolas

e Nematicida

Efectos toxicos frente a algunas especies de nematodos y
sus cistes, Meloidogyne javanica (Treub, 1885), Heterodera
schachtii (Schmidt, 1871), Bursaphelenchus xylophilus
(Steiner y Buhrer, 1934).

(Heydari et al. 2006, Mamiya
2006, Mamiya et al. 2005a,
Mamiya et al. 2005b, Palizi et al.
2009)

Aplicaciones industriales

e Industria alimentaria

Fuente de sabores y aromas a vainilla y anis, utilizando
como precursor la lignina.

(Lomascolo et al. 1999)

e Industria papelera

Abordaje de otra cohorte de nuevas materias primas ricas
en lignina y celulosa para la obtencion de pulpa para papel.

(Duran et al. 2002, Martinez et al.
2009, Martinez et al. 1994, Ruiz-
Duefias & Martinez 2009, Sigoillot
et al. 2005)

e Industria textil

Decoloracion de tintes industriales: cristal violeta, verde bri-
llante, negro n° 5, azul n° 38, naranja g, azul brillante r.

(Eichlerova et al. 2006;
Wesenberg et al. 2003)

e Materias primas: quitina 'y
quitosano.

Aplicacion en cosmética, medicamentos, agricultura, trata-
miento de aguas y absorcion de metales pesados.

(Di Marrio et al. 2008)

Biorremediacion

e Compuestos

Detoxificacion y recuperacion de ambientes degradados por
compuestos organicos

(Baldrian 2006, Morozova et al.
2007, Reddy 1995, Rodriguez

xenobidticos Estrada et al. 2004, Suganya y
Subramanian 2007)
* Metales Translocacion de metales pesados/compuestos radioactivos (Baeza et al. 2006, Baldrian,
pesados/compuestos P P 2003, Dogan et al. 2006, Urban

radioactivos

al interior de los basidiomas.

2005)

e Alpechin

El alpechin es el residuo generado de la extraccion del
aceite de oliva. Este resulta un residuo muy téxico en las al-
mazaras.

(Laconi et al. 2007, Ramos-
Cormenzana et al. 1995, Zervakis
et al. 1996)

Aplicaciones médicas

e Antialérgeno

Extractos etandlicos inhiben la respuesta inmune en rato-
nes.

(Lindequist et al. 2005)

Eringina, péptido extraido del basidiomas que inhibe el cre-

e Antifungico cimiento de Fusarium oxysporum y Mycosphaerella arachi- | (Wang & Ng 2004)
dicola.
o Antiviral Pleurerlna, prpteasa que muestra cierta actividad frente a la (Wang & Ng 2001)
transcriptasa inversa del HIV-1.
Esteroles como el peroxido de ergosterol y una enzima de
e Antitumoral bajo peso molecular, la Eringeolisina, presentes en los cuer- | (Lee et al. 2006, Ngai & Ng 2006;

pos fructiferos impiden la proliferacion de algunas lineas ce-
lulares tumorales.

Yaoita et al. 2002)

e Antioxidante

Se pone de manifiesto la buena actividad secuestradora de
radicales libres de extractos etandlicos.

(Fu et al. 2002)

e Agente
anticolesterolémico

Reduccion de los niveles de colesterol.

(Croan 2004)

Regulador hormonal

Aumento en la expresién y produccion de osteocalcina y de
osteoprotegerina

(Kim et al. 2006, Shimizu et al.
2006)

Efectos prebioticos

Los beta-glucanos de basidiomicetes son una clase de poli-
sacaridos con potenciales usos bioldgicos. La presencia de
glucanos y proteoglucanos, con propiedades prebidticas en
extractos acuosos obtenidos de los basidiomas. Estos com-
puestos mejoran el crecimiento in vitro de ciertas bacterias
presentes de forma natural en el colon, Lactobacillus, Bifi-
dobacterium y Enterococcus.

(Carbonero et al. 2006, Carbonero
et al. 2008, Synytsya et al. 2009)

Tabla 2. Conjunto de potenciales aplicaciones de P. eryngii var. Eryngii.
Table 2. Set of potential applications of P. eryngii var. eryngii.




56 A. Andrino et al.

Anales de Biologia 33, 2011

al. 1997, Wang & Ng, 2006) y la afinidad de sus-
tratos (Martinez et al. 2005) expresion en sistemas
heterologos (Ferreira et al. 2006, Ruiz-Duefias et
al. 2006) asi como su funcionamiento bajo distin-
tas condiciones de cultivo (Staji¢ et al. 2005, Sta-
jic et al. 2009, Stajic¢ et al. 2006a).

Los hongos presentan una composicion nutri-
cional donde se encuentran azlcares, proteinas y
vitaminas hidrosolubles la mayoria, asi como una
equilibrada composicion de minerales (Kurtzman,
1997). Las setas del género Pleurotus se presentan
como una fuente complementaria de proteinas en
aquellos lugares donde las condiciones de cultivo
lo permiten (La Guardia et al., 2005). El valor nu-
tritivo de P. eryngii es el adecuado para que forme
parte de dietas pobres en proteinas. Cubre las ne-
cesidades proteicas diarias expuestas por la FAO,
posee un 5,3 % de proteinas en 100 gr de peso
seco, con niveles normales de aminoacidos esen-
ciales; la fraccion mineral revela altos niveles de
potasio, bajos de sodio, relacion muy adecuada
para dietas asociadas a hipertension; rica en vita-
mina B12 y niacina; en cuanto a los carbohidratos
se refiere la glucosa es el azlicar presente mayori-
tariamente, seguido por manosa y trehalosa
(Gengcelep et al. 2009, Kim et al. 2009, La Guar-
dia et al. 2005, Manzi et al. 1999). Las mejores
condiciones para su conservacion después de su
cosechado se dan en atmosfera protectora (0 °C;
3% O, + 20% CO,), con empaquetados en plasti-
cos microperforados o sin agujeros, manteniendo
su buena apariencia hasta 3 semanas (Sapata et
al., 2009). Una vez cocinado con aceites vegeta-
les, P. eryngii mantiene su valor nutritivo y acepta
el envasado en latas de metal y botes de cristal,
conservando su textura y apariencia saludables
(Manzi et al. 2004; Takahasi & Inada 2003).

Los sustratos de cultivo a utilizar provienen
normalmente de actividades agricolas, agroindus-
triales y forestales. Dentro de la amplia gama de
estos subproductos agricolas o agroindustriales
predominan los de naturaleza lignoceluldsica.
Para su utilizacién a nivel de produccion, estos
sustratos deben cumplir algunas condiciones: dis-
ponibilidad, caracteristicas fisico-quimicas, pre-
cio, facilidad de manejo y transporte (Stamets
2000).

El cultivo de P. eryngii esta todavia esta lejos
de alcanzar un nivel optimo de productividad.
Asociadas al cultivo de P. eryngii se han registra-
do una serie de patologias viricas (Ro et al. 2007)

y bacterianas (Gonzalez et al. 2009; Kim et al.
2007) que pueden mermar la productividad de los
cultivos. Asi mismo, la formulacion de un sustrato
de cultivo especifico junto con el establecimiento
de las condiciones adecuadas de cultivo depen-
dientes de cada cepa son dos factores determinan-
tes para la optimizacion del cultivo. Sobre la base
de estas directrices se plantean los objetivos de
este trabajo:

« Realizar la caracterizacion biotecnologica de dos
cepas silvestres de P. eryngii, con el fin de cono-
cer las condiciones Optimas de crecimiento mice-
liar.

« Estudiar la eficiencia biologica de tres cepas de
P. eryngii, sobre sustratos basados en residuos
agroalimentarios.

Material y métodos

Caracterizacion biotecnolégica de dos
cepas silvestres de P. eryngii

Material fingico. Aislamiento y mantenimiento
del cepario

Las tres cepas de P. eryngii evaluadas en el pre-
sente estudio, se aislaron segin Honrubia et al.
(1995) y se encuentran depositadas en el Banco
Micolégico del Grupo de Investigacion Micolo-
gia/Micorrizas del Departamento de Biologia Ve-
getal, Area de Botanica de la Universidad de Mur-
cia. Los origenes y caracteristicas de cada cepa se
detallan en la Tabla 3. Las cepas han sido mante-
nidas en medio PDA (Biokar) pH 7, a 20 °C (Fig.
1A).

Cepa Localizacion Habitat
Peralejos de las Altitud 1261 msnm.
PLERPER Truchas. Comarca del Alto
: Tajo. Piso bioclimatico
Guadalajara o
supramediterraneo
Altitud 1104 msnm.
Sierra Espufia Estribacién de las
PLERSE P ’ cordilleras Béticas.
Murcia. ; o
Piso bioclimatico
supramediterraneo
Comercial. Cultiset.
PLERCOM S.A. Santa Pola. Cultivo
Alicante

Tabla 3. Detalle de las tres cepas de P. eryngii evaluadas en el
presente estudio.

Table 3. Detail of three strains of P eryngii evaluated in the
present study.
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Figura 1. A. Detalle del micelio de Pleurotus eryngii (Fr.) Quél; B. Cultivo en biorreactor BIOSTAT Q (Braun); C. Detalle de la inoculacion
del sustrato; D. Sustrato de bagazo colonizado. Detalle del raspado o kinkaki; E. Desarrollo de los primordios; F. Primera florada de la seta
de cardo.

Figure 1. A. Detail of the Pleurotus eryngii (Fr).Quél micelia B. Culture in biorreactor BIOSTAT Q (Braun); C. Detail of the inoculation of
the substrate; D. Bagasse substrate colonized by mycelia. Detail of the scratch or kinkaki; E. Development of primordia; F. First crop of the
king oyster mushroom.
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Optimizacion del crecimiento miceliar en medio
solido

Se ha trabajado con los medios de cultivo PDA
(Biokar), extracto de Malta (Sharlau) (Sanchez y
Royse 2001) y el medio CYM (Raper et al., 1972)
a pH 7. Inoculamos 5 placas con micelio de cada
cepa silvestre (PLERPER y PLERSE). Cada 48
horas medimos el crecimiento del micelio. Estos
datos se utilizan para obtener la velocidad de cre-
cimiento. Recogemos el micelio crecido en la su-
perficie del celofan (Brundrett 1996), para deter-
minar su peso fresco y peso seco La caracteriza-
cion del crecimiento miceliar se realiza sometien-
do las cepas a una bateria de temperaturas de 18°,
21°,25°y 28 °C.

Cultivo en biorreactor

En un fermentador de aspas BIOSTAT Q (Braun
Biotech), con 2 cubas de 1 litro (Fig. 1B), cultiva-
mos la cepa silvestre PLERSE, que es la mas pro-
ductiva en funcion del peso seco obtenido (véase
apartado de resultados). Las cubas se llenan del
medio CYM (sin agar) y PDB (Biokar), que son
los medios mas productivos (véase apartado de
Resultados). El fermentador se configura con una
T de 25 °C, pH 7, 100 r.p.m, las condiciones de
cultivo Optimas para esta cepa. La duracion del
cultivo en medio liquido es de 7 dias. A continua-
cion, se determina el peso fresco y seco del mice-
lio.

Ergosterol

Su cuantificacidén permite estimar la biomasa fin-
gica metabdlicamente activa. Por ello, se trata de
un buen indicador de la actividad metabdlica fin-
gica (Carrillo et al., 2004). Se toma una muestra a
los 7 dias de cultivo. Se lleva a cabo la extraccion
utilizando metanol. La determinacion de la con-
centracion de ergosterol se lleva a cabo en un cro-
matdgrafo Kontron con una columna Kromasil
100 C18, D 5 um tamafio de particula (Carrillo et
al. 2004).

Eficiencia biolégica sobre sustratos basa-
dos en residuos agroalimentarios

Seleccion y preparacion de los sustratos

Para el procesamiento de cada uno de los sustratos
propuestos en la Tabla 4, se trocea, humecta y au-
toclava a 115 °C durante 60 minutos (Rodriguez
Estrada & Royse 2007). Se lleva a cabo un andli-
sis de fibras, lignina y celulosas utilizando el mé-
todo Van Soest (Rolz et al. 1986).

Sustrato Origen

Cooperativa del Campo
"Virgen de la Esperanza”,
Av. Juan Ramoén Jiménez,
57. Calasparra. Murcia.
Espafia

Cascarilla de arroz (CA)
(Akylz & Yildiz 2008, Hanai

et al. 2005, Miki et al. 2005,
Okano et al. 2007)

Paja de trigo (PT)
(Akyuz & Yildiz 2008,
Arvanitoyannis & Tserkezou
2008, Gaitan-Hernandez
2005, Maddau et al. 2002,
Zervakis et al. 2001b)

Mayorista de alimentacién
de animales. Molina de
Segura. Murcia. Espafia

CA (70-80 %) + Aserrines
(20-30 %)
(Croan 2004, Rodriguez
Estrada & Royse 2007, Empresa maderera del
Song et al. 2005, Zervakis | Pol. Ind. Camporroso. C/
etal. 2001a) Ciudad Real, 4 Chinchilla.
Albacete. Espania.
PT (70-80 %) + Aserrines | Composicion cualitativa
(20-30 %) del aserrin: maderas del

(Croan 2004, Rodriguez | 9€n. Pinus, Populus spp.
Estrada & Royse 2007,
Song et al. 2005, Zervakis
et al. 2001a)

Fabrica de cervezas
Estrella de Levante. C/
Mayor, 171. Espinardo.
Murcia. Espafa.
Composicion cualitativa:
subproductos de la
coccion de malta de
cebada, maiz y arroz.

Bagazo de cervecera
(Pongracz, 2004)

Tabla 4. Sustratos propuestos para el cultivo de P, eryngii.
Table 4. Substrates proposed for the cultivation of P. eryngii.

Inoculacion de los sustratos

En camara de flujo laminar se inocula cada bote
de sustrato con discos de agar de 5 mm de diame-
tro donde previamente se han hecho crecer las tres
cepas de P. eryngii. El indculo se reparte homogé-
neamente. Se tapan los botes para favorecer altas
concentraciones de CO,. A continuacidn, se esta-
blecen las condiciones de incubacion a 21 °C,
temperatura a la cual las cepas silvestres han re-
gistrado un crecimiento mas rapido del micelio;
oscuridad; 70% humedad relativa ambiental
(Ohga 2000). La cepa PLERCOM también se
ajusta a 21 °C, temperatura aconsejada por el fa-
bricante del kit de cultivo (Cultiset). Se mantienen
estas condiciones hasta que no se aprecian el color
y textura originales de los sustratos y solo es visi-
ble el micelio blanco caracteristico de P. eryngii
(Fig. 1C).

Induccion de primordios y fructificacion

Se retiran las tapas (Fig. 1D). En ambiente estéril,
se realiza un raspado superficial (kinkaki) de una
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Figura 2. A: Velocidad de crecimiento (mm/dia) de la cepa PLERPER. B: Peso seco (%) de la cepa PLERPER. C: Velocidad de crecimiento
(mm/dia) de la cepa PLERSE. D: Peso seco (%) de la cepa PLERSE. Medios de cultivo: PDA, MALTA y CYM. Cada barra dentro de cada
medio se corresponde con una temperatura. Las columnas pertenecientes a cada medio y que no comparten la misma letra son

significativamente diferentes en el test ANOVA (p=0,05).

Figure 2. A: Growth speed (mm / day) of PLERPER strain. B: Dry weigh (%) of PLERPER strain. C: Growth speed (mm / day) of PLERSE
strain. D: Dry weigh (%) of PLERSE strain. Growth media: PDA, MALTA and CYM. Every bar inside every media corresponds to a
temperature. The columns belonging to each medium and that do not share the same letter are significantly different in ANOVA test (p=0,05).

profundidad no superior a Smm en la superficie
visible del micelio al retirar la tapa, con la ayuda
de un bisturi estéril (Ohga 2000, Rodriguez Estra-
da & Royse 2007). Se afiade una capa de cobertu-
ra de turba triturada estéril para mantener la hu-
medad. A continuacién, se aplica un riego con
agua del grifo de aproximadamente 10ml por bote
de sustrato. Las condiciones del cultivo para la in-
duccién de los primordios y fructificacion son: T?
16 °C, una iluminacion con luz fluorescente con
una intensidad de 350 lux, fotoperiodo 16h luz/8h
oscuridad (Ohga 2000).

Al retirar las tapas se asegura la aireacion del
micelio, factor importante en el cultivo de P. eryn-
gii (Maddau et al. 2002, Zadrazil, 1974). Tras el
desarrollo de los primordios, en unos dias apare-
cen los cuerpos fructiferos, listos para ser cose-
chados (Fig. 1E). La seta se corta justo en la base

del pie, en el momento en que el sombrero se re-
curva, este es un indicio de madurez (Sanchez &
Royse 2001) (Fig. 1F). Se pesan y secan (48h,
80 °C) los cuerpos fructiferos para estimar la frac-
cion en peso seco. Esta operacion se repite para
una segunda florada. Con los datos del peso seco
del sustrato y del peso fresco de los basidiomas,
se obtiene el valor del porcentaje de Eficiencia
Biologica (EB) y con el numero de dias de cultivo
se obtiene el valor de la Tasa de Produccion (TP)
(Sanchez & Royse 2001).

Para el analisis de las diversas interacciones de
las variables independientes ‘porcentaje del peso
seco’ y ‘velocidad de crecimiento miceliar
(mm/dia)’ con los diversos niveles de los factores
‘temperatura’, ‘medio’ y “pH” para cada cepa sil-
vestre (PLERPER y PLERSE), se ha llevado a
cabo sendos analisis de la varianza, univariante de
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dos vias, sirviéndonos del software estadistico
SPSS v.15.

Resultados y discusién

Caracterizacion biotecnolégica de dos
cepas silvestres de P. eryngii

Optimizacion del crecimiento miceliar en medio
solido
En general, las variables dependientes velocidad
de crecimiento y peso seco presentan diferencias
significativas en cuanto a la T* y el medio de culti-
vo, para ambas cepas (Fig. 2).
Cultivo en biorreactor
La biomasa para el medio CYM es de 61,751 g
frente a los 6,105 g del PDB tras 7 dias de cultivo
en el biorreactor. Se acompanan los datos de por-
centaje en peso seco (Tabla 5).
Ergosterol
Tras el analisis por HPLC, se obtiene una lectura
de concentracion de 4,68 pg/mg en peso fresco de
ergosterol para el medio CYM, frente a
8,105 pg/mg en peso fresco del medio PDB (Ta-
bla 5).
Eficiencia biologica sobre sustratos basados en
residuos agroalimentarios
Tras preparar los sustratos, se obtienen una serie
de valores de % peso seco y humedo junto con la
composicion en fibras totales, presencia de celulo-
sa, hemicelulosa y lignina, con valores expresados
en porcentaje (Tabla 6).

Tras la inoculacion de todos los sustratos, solo

el sustrato del bagazo es colonizado por P. eryngii
(Fig. 1D), por lo tanto, s6lo los cultivos en bagazo
estan preparados para la fructificacion.

Las tres cepas de trabajo fructifican en el sus-
trato de bagazo. La cepa PLERPER consigue una
eficiencia bioldgica (EB) del 87,35%. La produc-
cion da lugar a 2 floradas, de 78,18% y 21,82%
para las 1* y 2% floradas, respectivamente. El pro-
ceso de produccion necesita de 83 dias. La tasa de
produccion (TP) es de 1,05% diaria (Fig. 3).

La cepa PLERCOM consigue una EB del
77,48%. La produccién da lugar a una unica flora-
da. El proceso de produccion necesita de 61 dias.
La TP es de 1,27% diaria (Fig. 3).

La cepa PLERSE consigue una EB del
41,02%. La produccion da lugar a 2 floradas con
un 76,17% y un 23,83% para las 1* y 2* floradas,
respectivamente. El proceso de producciéon nece-
sita de 90 dias. La TP es de 0,45 % diaria (Fig. 3).

La cepa PLERPER presenta la maxima veloci-
dad de crecimiento miceliar (mm/dia) a 21 °C
(p=0,05). Al comparar los diferentes medios de
cultivo entre si, a 21 °C, no se han hallado diferen-
cias significativas (p=0,05). Respecto a la variable
peso seco la cepa PLERPER produce mayor bio-
masa a 25 °C (p=0,05). Una vez comparados los
medios de cultivo entre si, a 25 °C, so6lo se han re-
gistrado diferencias significativas del medio de
cultivo CYM respecto de los demas (p=0,05).

La cepa PLERSE, muestra los valores mas altos
de velocidad (mm/dia) a la T* de 21 °C. Para las
temperaturas 25° y 28 °C, ésta disminuye en mas
de un 40% respecto de la maxima a 21 °C en los

Medio de cultivo Peso fresco de la Peso seco de la Ergosterol Valor medio Desviacion
biomasa total (gr.) biomasa total (gr.) / (%) (ng/mg) ergosterol (ug/mg) estandar
CYM - M1 4,920
61,751 14,943/24,19 4,680 0,340
CYM - M2 4,440
PDB - M1 8,356
6,105 1,098/17,98 8,105 0,350
PDB - M2 7,854
Tabla 5. Resultados de concentracion de ergosterol de la cepa PLERSE en medio CYM y PDB.
Table 5. Results of ergosterol concentration of the strain PLERSE in CYM and PDB media.
o o Fibra bruta Celulosa Hemicelulosa Lignina
Sustrato Peso seco (%) Humedad (%) (%, sms) (% sms) (% sms) (% sms)
Bagazo 28,071 71,929 15,530 15,230 19,670 12,010
Paja de trigo (PT) 32,038 67,962 41,520 38,540 28,770 6,130
Cascarilla de arroz (CA) 71,111 28,889 50,200 38,850 19,740 16,500
PT + aserrin 61,392 38,608 44,770 36,060 12,160 15,450
CA + aserrin 51,595 48,405 48,960 37,850 15,590 19,710

Tabla 6. Caracteristicas fisico-quimicas de los sustratos. % sms: porcentaje sobre materia seca.
Table 6. Physical-chemical characteristics of the substrate. % sms: percent in dry matter.
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Figura 3: Comportamiento de las cepas para el sustrato de bagazo. Cada cepa queda caracterizada por la informacion contenida en tres barras: eficiencia
biologica, porcentaje de produccion obtenido en cada una de las floradas y nimero de dias necesarios para completar la cosecha.

Figure 3: Behaviour of the strains for the bagasse substratum. Every strain is characterized by the information contained in three bars: biological efficiency,
percentage of production obtained in each of the crops and number of necessary days to complete the harvest.

medios PDA y CYM, y en un 25% para el medio
Malta. Cualquiera de los medios de cultivo pro-
puestos registra las mayores velocidades para la
T* de 21 °C (p=0,05). Los datos de peso seco
muestran que la T* de 25 °C es la mas productiva
para el medio CYM. La comparacién de los me-
dios de cultivo entre si, para la T* de 25 °C ofrece
datos homogéneos para los medios PDA y Malta,
siendo el medio CYM el que presenta mayores
producciones de peso seco (p=0,05). En general
esta cepa muestra una produccion de peso seco
muy similar para todas las temperaturas.

Ambas cepas muestran el mejor porcentaje de
peso seco a 25 °C, este dato coincide con lo ya ex-
puesto por otros autores (Zadrazil 1974, Zervakis
et al. 2001b). El medio CYM registra los valores
mas altos de peso seco en ambas cepas, este hecho
puede estar relacionado con su composicion en
nutrientes mas completa y rica en sales (Sanchez
& Royse 2001). Las pruebas de cultivo en bio-
rreactor revelan que la biomasa generada en me-
dio de cultivo CYM es mayor en un 91% respecto
del PDB tras los 7 dias de cultivo. El porcentaje
en peso seco obtenido refleja una alta similitud
con el ya conocido cuando el micelio crece en me-
dio so6lido para la cepa PLERSE en los medio
PDB y CYM. Esta similitud corrobora los datos
obtenidos en la experiencia en medio sélido que
apuntan a la temperatura de 25 °C y al medio

CYM como buenas condiciones de cultivo. El me-
dio CYM modificado para su uso en biorreactor,
ha proporcionado buenos resultados para la obten-
cion de biomasa miceliar de P.eryngii.

La determinacion del ergosterol, esterol pre-
sente en el plasmalema del hongo, pone de mani-
fiesto el micelio metabolicamente activo (Morte
& Honrubia 2009). En el medio PDB presenta
menor produccion de biomasa, pero mayor con-
centracion de ergosterol. Al contrario sucede con
el medio CYM. Este hecho puede explicarse aten-
diendo a las fases de adaptacion que sufre el hon-
go sometido al cultivo en medio liquido (Sanchez
y Royse 2001). El micelio en medio CYM, con
mayor biomasa se supone que puede encontrarse
en fase estacionaria. Tras los 7 dias del experi-
mento, el porcentaje de biomasa flngica activa es
menor y esto queda reflejado con el dato inferior
de ergosterol. Este hecho se pone de manifiesto en
el que el micelio con el medio PDB puede haber
presentado una fase de latencia mayor, y encon-
trarse en el momento de la toma de muestras en
una fase exponencial. La toma de un solo dato de
ergosterol limita la posibilidad de monitorear la
actividad real de la biomasa fingica. Por ello,
para posteriores determinaciones deberemos re-
gistrar varias medidas de ergosterol a lo largo del
cultivo.

Tras someter a las cepas al proceso de inocula-
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cion e incubacion, el bagazo es el tnico de los
sustratos que muestra una colonizaciéon adecuada
por parte de las tres cepas para iniciar la fase de
fructificacion. Observando los datos referentes a
la humedad relativa de cada sustrato debemos
apuntar que éste es un factor limitante y decisivo
para que el micelio se desarrolle adecuadamente.
Valores por debajo del 50% de humedad acumula-
da, no favorecen el crecimiento del micelio, debi-
do a la falta de agua necesaria para la moviliza-
cion de los nutrientes. Se aconseja que la hume-
dad del sustrato se encuentre entre un 70 — 75 %
(Sanchez & Royse 2001, Stamets 2000). Salvo la
paja de trigo (67,962%), el resto de los sustratos
planteados estan en valores criticos de humedad.
Asi mismo, la paja de trigo puede haber visto
mermada su colonizacion como consecuencia del
tamafio de corte de las pajas, el tamafio recomen-
dado esta entre 2-5 cm (Ficior et al. 2004, Mem-
brillo et al. 2008). Tamafios excesivamente gran-
des de particula no facilitan su humectacion; en el
otro extremo encontramos que tamafios demasia-
do pequeiios de particula compactaran en exceso
el sustrato impidiendo una adecuada colonizacion
(Sanchez & Royse 2001).

El perfil de lignina, celulosa y hemicelulosa de
los sustratos propuestos, pone de manifiesto el
bajo contenido en fibra bruta del bagazo, dos ter-
cios menos que el resto de sustratos ya testados
para el cultivo de P. eryngii (Tabla 4). Los niveles
de celulosa se encuentran por debajo de la mitad
que el resto, mientras que la hemicelulosa y la
fraccion de lignina son similares. La bibliografia
consultada sobre el bagazo originado en la produ-
ccién de cerveza presenta de media un 31% s.m.s.
de proteina, especialmente rico en glutamina; 19%
s.m.s. de pentosas; 12% s.m.s. de azucares y glu-
canos; 9% s.m.s. de lipidos (Santos et al. 2003).
Asi mismo, se sabe que permite su almacenamien-
to a largo plazo tras su secado en hornos. Después
de este proceso el subproducto pierde minima-
mente su valor nutritivo de proteinas, azlicares y
lipidos (Santos et al., 2003).

La induccion de primordios y posterior fructi-
ficacion muestra datos positivos para la cepa
PLERPER crecida en bagazo. Supera un 10% la
eficiencia biologica (EB) de la cepa comercial
PLERCOM. La cepa PLERSE, por otra parte, ob-
tiene una EB de un 50% menos respecto de la de
Peralejos de las Truchas. Mientras que las dos ce-
pas silvestres aportan dos floradas, la comercial

solo aporta una. Por otra parte la colonizacion del
sustrato, induccion y fructificacién ocurre mas ra-
pido en la cepa comercial, siendo la cepa de Sierra
Espufia la que invierte mas tiempo. Los tiempos
obtenidos en la cosecha completa son algo supe-
riores al registrado en otro estudio con P. eryngii
(Ohga 2000), donde el conjunto del proceso les
lleva un total de 70 dias, obteniendo 2 floradas.

La obtencion de floradas mas productivas de-
pende en gran medida del momento en que tenga
lugar la induccion de primordios (Ohga 2000,
Ohga & Royse 2004). Para conocer el momento
adecuado, se puede utilizar la medida del ergoste-
rol. Se ha registrado una mayor formacion de
cuerpos fructiferos en aquellos sustratos donde el
crecimiento de biomasa fungica antes de la induc-
cion es mayor. El valor de ergosterol aumenta en
el momento de la induccion y la fructificacion de
los basidiomas. Por ello, mediciones sistematicas
de ergosterol a los micelios pre—fructificacion per-
mite conocer su estado de madurez e inducir la
fructificacion en el momento 6ptimo (Ohga 2000).

El porcentaje de distribucion de las floradas
para las cepas PLERPER y PLERSE es compara-
ble con otros estudios de la misma indole donde
se utilizan subproductos alimentarios (Ohga &
Royse 2004, Philippoussis et al. 2001). Presentan
una primera florada donde se obtienen tres cuartas
partes de la produccion. Lo mismo sucede con la
eficiencia bioldgica. En el caso de la cepa PLER-
PER se obtienen, en torno al 90-100% (Phili-
ppoussis et al. 2001); o menos alto, como es el
caso de PLERSE que rondan el 40-50% de EB
(Gaitan-Hernandez 2005).

Una vez terminada la produccion, los residuos
de la misma pueden aplicarse para el alimento de
la ganaderia. Los hongos del género Pleurotus se
han testado para hacer mas digerible este tipo de
subproductos, aumentando su fraccion proteica y
su digestibilidad para los rumiantes (Bisaria et al.
1997, Okano et al. 2006b). El uso de subproductos
agroalimentarios para el cultivo de hongos comes-
tibles se inspira en el concepto de ecosistemas in-
dustriales (Pongracz 2004). Plantea una simbiosis
entre industrias, que toman el modelo de ciclos
cerrados de materia, donde el residuo del primero
es la materia prima del siguiente. Siendo el cultivo
de hongos saproéfitos una actividad respetuosa con
el medio ambiente.

El aspecto mas importante que se debe tener
en cuenta para seguir optimizando el cultivo de P,
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eryngii esta relacionado con la mejora en el cono-
cimiento de las cepas. Debido a la alta variabili-
dad que presentan las variedades englobadas den-
tro del género. La biodiversidad de las especies es
extremadamente importante en la naturaleza y en
el cultivo, ya que el acervo genético es el que les
permite responder a los cambios ambientales sa-
tisfactoriamente (Zervakis y Venturella, 2000).

Conclusiones

Las cepas silvestres PLERPER y PLERSE
muestran versatilidad en su cultivo en medio soli-
do al presentar Optimos de velocidad de creci-
miento miceliar a 21 °C, y mayor produccion en
biomasa a 25 °C.

El empleo de una tinica medida de ergosterol
durante los siete dias de cultivo en medio liquido
no resulta informativo para conocer el estado fi-
siologico de la cepa PLERSE. Este hecho revela
la alta velocidad de crecimiento de la cepa, ha-
ciéndola buena candidata para la produccion de
biomasa.

El bagazo, usado por primera vez en el cultivo
de P. eryngii, segiin la bibliografia consultada, es
un sustrato viable para la fructicacion de cepas sil-
vestres como de origen comercial, obtienéndose
buenas eficiencias bioldgicas. La cepa silvestre
PLERPER cultivada en bagazo, supera la eficien-
cia biologica de la cepa comercial PLERCOM,
esto pone de manifiesto la importancia de trabajar
sobre la biodiversidad para mejorar la productivi-
dad.
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