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1 INTRODUCCION

En el dltimo tiempo el consumo de hongos comestibles cultivados han
aumentado a tasas crecientes en el mundo. Este aumento, se ha dado principalmente

en paises europeos y asiaticos.

Con los recientes tratados de libre comercio suscritos por Chile con paises de la
comunidad europea y asiatica, se abren interesantes mercados para la venta de
hongos comestibles. Dentro de éstos, Pleurotus eryngii (Ostra Rey), es uno de los mas
demandados, por lo que seria importante evaluar las condiciones éptimas para su

produccion a nivel local.

La produccién de setas de este hongo se realiza basicamente en un sustrato de
paja de trigo. Este sustrato es parcialmente biodegradado por los hongos en la
produccion intensiva de las setas y se origina como subproducto una importante
cantidad de residuos, consistente en paja parcialmente degradada y sustrato no
utilizado. Este residuo requiere de un manejo alternativo para ser reciclado y proceder
de acuerdo con los principios de produccion limpia y sustentable. Una posibilidad es
reciclar este material como fuente de nutrientes y de materia organica a los suelos. De
esta forma se produce una tecnologia que colabora al mantenimiento de la materia
organica del suelo y la actividad microbial del mismo, la adicién de fuentes de
nutrientes para las plantas, y se desarrollan tecnologias mas amigables con el medio

ambiente.

Los objetivos generales del presente estudio seran: evaluar mediante la
eficiencia biologica la produccion de setas de P. eryngii en paja de trigo que se
sometera a dos tipos de tratamientos térmicos y, determinar la biodegradacién del
sustrato (post-cosecha de setas) luego de su incorporaciébn a un suelo trumao y

ademas determinar la actividad biol6gica del suelo.



La primera etapa de esta investigacion es parte del proyecto FONDEF:
(DO211003) “Tecnologias de produccion de hongos comestibles de importancia

comercial en el mercado internacional “

La Hipotesis a evaluar:

Una mejor eficiencia bioldgica se obtiene al cultivar Pleurotus eryngii en paja de
trigo pasteurizada y la actividad biolégica del suelo se incrementa al incorporar el

residuo post-cosecha de setas.

Para aceptar o rechazar esta hipétesis se plantean los siguientes objetivos

especificos:

o Evaluar mediante la determinacién de la eficiencia bioldgica, la produccién de
setas de P. eryngii en paja de trigo cocida y pasteurizada.

o Determinar la relacion C:N y componentes organicos de la paja de trigo, al inicio

y posterior al tratamiento térmico y a la cosecha de setas.

o Evaluar la actividad bioldgica del suelo adicionado de residuos bioaumentados
con P. eryngii, posterior a la cosecha de setas; a través de la emision de CO,,

la variacién del contenido de N (NOz + NHy,) y el carbono soluble.

. Estimar la actividad enzimatica de suelo adicionado con residuos
bioaumentados con P. eryngii, cuantificando la actividad enzimatica

deshidrogenasa en suelo y residuos.



2 REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Hongos comestibles

Los hongos comestibles taxonémicamente pertenecientes al reino Fungi y en su
mayoria a la Division Basidiomicota, han sido consumidos por el hombre desde hace
miles de afios, no sélo por sus propiedades nutritivas y sabor, sino también por sus
propiedades medicinales (BOA, 2005). Registros arqueolégicos revelan especies
comestibles asociadas con poblaciones chilenas de hace 13.000 afios (ROJAS vy
NANSUR, 1995), pero es en China donde hay registros histéricos de su consumo por
primera vez varios siglos A.C. Hongos comestibles silvestres fueron recolectados
durante tiempos de la antigua Grecia y de los romanos, siendo mas apreciados por

personas de alto rango que por la poblacién en general (BOA, 2005).

Observadas las caracteristicas naturales de crecer saprofitando abundantes
fuentes o recursos lignoceluloliticos para el hombre, resulté evidente plantearse la
posibilidad de elaborar sustratos artificiales para cultivar hongos y obtener sus cuerpos
fructiferos, fuera del entorno natural. Desde entonces nace el cultivo de los hongos
comestibles (SANCHEZ y ROYSE, 2001).

2.1.1 Produccion de hongos en el mundo. En las ultimas dos décadas en el mundo
se ha producido un aumento en el consumo de hongos comestibles (RAGUNTHAN et
al., 1996; SANCHEZ y ROYSE, 2001; JONG, 2003) tanto para los hongos silvestres
como los cultivados. Para los dltimos las producciones aumentaron en un 8.5% el 2002
con respecto al afio anterior, con una produccion de 2.961.493 Mg de hongos
cultivados (JONG, 2003), de estos segin BOA (2005) destacan Agaricus bisporus,
Lentinula edodes y Pleurotus spp, que abarcan el 75% de los hongos cultivados en el

mundo.



De los Pleurotus spp. el més cultivado es Pleurotus ostreatus y la especie que
ha destacado, por su aumento en la demanda y precios, es Pleurotus eryngii, en

comparacion con P. ostreatus y P. sajor-caju (COHEN et al., 2002).

2.2 Produccién e importancia de Pleurotus eryngii

Las caracteristicas que han llevado a llamar Ostra Rey (King Oyster) a P.
eryngii y tener importancia en los mercados asiaticos y europeos, aumentando su
produccion de 2000 Mg en 1996 a 10070 Mg en 2001, son la mejor calidad
organoléptica (sabor y textura), aroma y culinaria de sus setas (MANZI et al., 2004;
OHGA y ROYSE 2004), la buena conservacién en el tiempo de las setas (COHEN et
al., 2002), su importancia cientifica en la medicina (contrarresta deficiencias renales,
inflamacién, hipertension e hiperlipemia), descritos por EGUCHI et al. (1999), y su
cualidad de degradar residuos lignoceluliticos (DORADO et al., 1999; PHILIPPOUSSIS
et al., 2001; WANG y NG, 2006), muy importante en estudios de delignificacién
biotecnoldgica de manufacturacion de pulpa de papel (CARAMELO et al., 1999).

2.2.1 Sustratos usados en la produccion de Pleurotus eryngii. Las caracteristicas
de los hongos, de saprofitar abundantes fuentes o recursos lignocelulésicos, hace
posible que se puedan cultivar y aprovechar una gran variedad de residuos
agroforestales (RAGUNTHAN et al., 1996; FHILIPPOUSSIS et al., 2001; YILDIS et al.,
2002). Entre los residuos usados en el cultivo de P. eryngii se encuentran desechos de
algodén (tallos, hojas) paja de trigo, cascaras de cacahuete (FHILIPPOUSSIS et al.,
2001) viruta de roble, cascarillas de semilla de algodon (ROYSE, 1997), paja de arroz,
residuos de papel, hojas de alamo europeo, aserrin y pastos (YILDIS et al., 2002),
Piraglitas (Cyperus alternifolius) (OHGA y ROYSE, 2004). También se mezclan en
diferentes proporciones, distintos residuos para mejorar los sustratos (SANCHEZ y
ROYSE, 2001).

Los mas usados son los desechos de cereales por ser mas abundantes y
faciles de manipular; uno es la paja de trigo (FHILIPPOUSSIS et al, 2001; ROYSE,
2003). Segun Food and Agriculture Organization (FAO, 2005), el trigo es el mas

cultivado en el mundo y por ende genera una gran cantidad de residuos.



2.2.2 Tratamientos para reducir o eliminar carga microbiana en sustratos. Uno
de los objetivos de reducir la carga microbiana o eliminarla totalmente del sustrato, es
que la colonizacion del hongo a cultivar no tenga competencia o se vea interferido por
otros microorganismos (ROYSE, 1997). Para este propdésito se ocupan diferentes
métodos o tratamiento, en los cuales se elimina parcialmente o totalmente la
competencia de microorganismos, por los constituyentes del sustrato. Entre los
tratamientos ocupados en la produccibn de hongos comestibles estan; térmicos,
quimicos y combinacion de ambos (BANERJEE y CHEREMISINOFF, 1985), que se

describen a continuacion.

2.2.2.1 Métodos térmicos. Estos son los mas utilizados en produccion de hongos

comestibles. Entre los cuales se pueden destacar:

Calor humedo: se emplea un autoclave, donde se logran temperaturas de ebullicion
superiores a 100 °C. Al aumentar la presion en una atmosfera el agua hierve a 121 °C.
Manteniéndose estas condiciones por 20 minutos se destruye toda forma de vida
(RICHARDS, 1968). Otro método que ocupa calor hUmedo es la pasteurizacion, donde
se lleva a ebullicion el agua. Esta alcanza temperaturas cercanas a 100 °C, la cual se
mantiene por dos a tres horas, produciéndose la muerte parcial de microorganismos,
ya que al sustrato llega solo calor latente de ebullicion del agua (ZADRAZIL y
SCHNEIDEREIT, 1972).

Otro método sencillo descrito por KURTZMAN (1979), es la ebullicion directa
del sustrato. Este se hace hervir por 30, 45, 60 0 mas minutos, donde se eliminan

parcialmente los microorganismos del sustrato.

2.2.2.2 Métodos quimicos. No muy usados comunmente, por su residualidad en los
sustratos, aunque suelen tener resultados tan eficientes como los logrados en el

autoclave.

Los productos quimicos usados son comunmente fungicidas tales como;
carbendazima (50-75 ppm), formaldehido (500-1000 ppm), oxicloruro de cobre (100

ppm), dejando remojar el sustrato por una noche y drenando después (SANCHEZ y



ROYSE, 2001). Otro quimico que se ha comenzado a usar recientemente es peroxido
de hidrogeno (H20,), solucion al 3%, es barato, no volatil, de baja toxicidad, estable, de
facil disponibilidad, facil de manejar y biodegradable (MYCOMASTERS, 2006).

La fermentacion es otro método alternativo y economico descrito por SHARMA
et al, (1996), éste se realiza en zonas tropicales, debido a que las temperaturas que se
producen en la fermentacion oscilan entre los 20 y 30 °C, y es aplicable a la paja de
trigo y otros cereales. En donde el contenido de nitrégeno puede estar comprendido
entre 0.5 y 1.5% mas alto, pasa a putrefaccién. El principio bioquimico se basa en
materiales que al ser sumergidos en agua sufren una fermentacion por accion de las
bacterias lacticas, principalmente cocos, presentes de forma natural en al sustrato.
Entre 12 y 30 °C, la fermentacién comienza espontdneamente, y la accion metabdlica
de estas bacterias elimina los azucares, impidiendo que posteriormente pueda tener
lugar el desarrollo de los competidores como Trichoderma spp y Penicillium spp. Esto
facilita la accion de las enzimas del hongo a cultivar (celulasas, polifenoloxidasas,
peroxidasas y otras) sobre el sustrato y acidos organicos formados.

Para estimular y mantener una fermentacion vigorosa es necesario afiadir
sacarosa (aproximadamente el 1% del peso de los materiales). El proceso dura entre
5 a 7 dias, en donde el pH desciende paulatinamente, hasta llegar a valores en torno a
4.5, por lo que se hace necesario adicionar CaCO;3; antes de inocular el sustrato con la
cepa de hongo comestible (SHARMA et al., 1996).

2.3 Constituyentes y biodegradacion de residuos vegetales

En la mayoria de los residuos vegetales, la mayor cantidad de carbono se
presenta como carbohidratos complejos, tales como polisacéridos estructurales
complejos (Wagner y Wolf 1999, citado por CABEZA 2002).

2.3.1 Constituyentes organicos de los residuos vegetales. Los constituyentes
organicos de los vegetales pueden ser agrupados en seis grandes categorias.
Celulosa: compuesto organico (C, H, O), polisacarido, formado por unidades de
glucosas unidas por enlaces 8 1-4 en cadenas no ramificadas. Constituyente vegetal

mas importante, ubicado en la pared celular de la célula vegetal, puede variar de un 15



a un 60% del peso seco. Hemicelulosa: polisacarido, usualmente ramificado, formado
por pentosas, hexosas y acidos urdnicos. Ubicado en la pared celular, junto a la
celulosa y generalmente, el segundo compuesto organico en importancia después de
la celulosa. Lignina: polimero de C, H y O, formado por unidades de fenilpropano, con
estructura no uniforme y muy ramificada. Corresponde entre un 5y 30% del peso seco
y se encuentra asociado a la celulosa en la pared celular. Ademas de azlcares
simples, aminodcidos y &cidos alifaticos (fraccion soluble al agua), grasas, aceites,
resinas, pigmentos (fraccion soluble en éter y alcohol) y proteinas (BORIE y RUBIO,
1990).

En general, a medida que la planta avanza en su estado fenoldgico, los
contenidos de celulosa y lignina aumentan, disminuyendo las fracciones solubles en

agua v las proteinas (STRANSBURGER, 2003)

CUADRO 1. Constituyentes orgénicos de la paja de trigo

Componente g 100 g™ materia seca
Celulosa 36.1-50.0
Hemicelulosa 30.0
Lignina 14.1-21.0

FUENTE: Wagner y Wolf (1999) citado por CABEZA (2002), MUSHWORLD (2005).

La paja de trigo consta de tres fracciones principales (Cuadro 1), cada una de
ellas con una resistencia a la biodegradacion (VERBERNE et al.,, 1990). Estas

fracciones corresponden a:

- Material descomponible (carbohidratos solubles y proteinas)
- Material estructural (celulosa y hemicelulosa)

- Material resistente (lignina).

Cada una de estas fracciones posee una razén C:N relativamente constante
(VERBERNE et al., 1990). Las relaciones C:N para estas fracciones se indican en el
Cuadro 2:



CUADRO 2. Razén C:N de las fracciones en residuos vegetales

Componente Razén C:N
Material descomponible (carbohidratos solubles y proteinas) 6
Material estructural (celulosa y hemicelulosa) 150
Material resistente (lignina) 100

FUENTE: Adaptado de VERBERNE et al. (1990).

En los procesos térmicos (punto 2.2.2.1), comunmente usados para reducir o
eliminar microorganismos de la paja de trigo, pre-siembra de P. eryngii, la paja sufre
cambios en sus constituyentes organicos estructurales, se reduce significativamente la
hemicelulosa, los materiales resistentes no cambian significativamente

(MUSHWORLD, 2005), y no existe informacién sobre material descomponible.

2.3.2 Biodegradacion de paja de trigo por Pleurotus eryngii. La biodegradacién
Optima ocurre en condiciones de temperaturas de 20 + 2 °C y humedad relativa alta
(ROYSE, 1997; MUSHWORLD, 2005). El hongo secreta exoenzimas al sustrato, las
cuales comienzan a degradar los constituyentes de la paja de trigo (SCHLEGEL,
1997).

En el metabolismo primario de los hongos, los materiales descomponibles y
estructurales (celulosa y hemicelulosa) de la paja de trigo, son requeridos como
fuentes de carbono esenciales para la accion enzimética de P. eryngii. Estos son
aportados por carbohidratos y proteinas (PEREZ et al., 2002; STAJIC et al., 2005).
Estas enzimas actian en relacién carbono nitrdgeno de 150, por lo tanto su tasa de

descomposicion sera mas lenta (VERBERNE et al., 1990).

En el metabolismo secundario se degrada material resistente (lignina), que es
conocida por ser una sustancia recalcitrante y altamente resistente a la
descomposicién microbial (KUMAR y GOH, 2000, y Blanchette, 1991; citado por
CABEZA, 2002) P. eryngii se destaca por su selectividad para degradar lignina,
transformandola a moléculas de bajo peso molecular (DORADO et al., 1999), y en

limitadas condiciones de nitrogeno (STAJIC et al., 2005).



Por otra parte STAJIC et al. (2006), en ensayos de biodegradacion in-vitro de
desechos de uva y pera realizados con P. eryngii, determino que las enzimas de la
delignificacion; laccasa (lac), peroxidasa dependiente Mn (MnP), peroxidasa verséatil

(VP), son afectadas por altas concentraciones de nitrégeno.

Otro factor que afecta la degradacién del sustrato en medios controlados es el
pH. Pleurotus eryngii tiene una mejor colonizacién y nutricibn en sustratos
acondicionados a pH béasicos sobre seis (SANCHEZ y ROYSE, 2001).

2.4 Produccidn de setas de Pleurotus eryngii en paja de trigo

Después de biodegradar un tiempo el sustrato, el hongo en su ciclo biolégico
comienza a producir basidiocarpos (setas), estos estan formados por hifas estériles,
basidios, basidiolos y los cistidios (SCHLEGEL, 1997). Una de las condiciones
importantes en la formacion de basidiocarpos son las concentraciones de CO, en el
ambiente. Sobre 0.15% de CO, son determinantes para la formacion de setas
(SANCHEZ y ROYSE, 2001).

Una de las formas de medir la produccion de setas con respecto al sustrato
utilizado, es mediante la eficiencia bioldgica: cuociente entre el peso fresco de las
setas y el peso seco del sustrato’. Algunas eficiencias biolégicas (EB) de P. eryngii
son; chip de roble, es de 30.7 a 54.1% EB, en semillas y cascaras de algodon de 45%
EB (ROYSE y SANCHEZ, 2004), en mezcla de 8:1:1 de aserrin, cereales y salvado es
de 32.4 a 37.8% EB (MYCELIA, 2004). Otra mezcla con la mayor eficiencia es 4:1 de
aserrin de Cedro japonés y salvado de trigo o arroz es de 33.7 a 62.3% EB (WHA,
2002), y otras mezclas no especificadas de mazorca de maiz, paja de arroz y aserrin
tienen un 28.5 a 42.8% EB (TAPINGKAE, 2004).

Considerando las eficiencias biolégicas mencionadas anteriormente se puede
realizar una proyeccién de residuos o subproducto generado en la produccién de setas.

Teniendo en cuenta que una empresa rentable origina 400 kg mes (FONDEF:

" VALENZUELA, E. (2005). Dr. Sc. Docente e Investigador. Instituto Microbiologia. Facultad de Ciencias. Universidad
Austral de Chile. Comunicacién personal.
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DO211003), se muestra en el Cuadro 3 las cantidades de de residuos que generarian

en un afio (expresada en materia seca).

CUADRO 3. Eficiencia biolégica en diferentes residuos y proyeccion de residuos

generados
Sustrato EB (%) Mg MS Re5|ducis 1
bioaumentado afio
Chip de Roble (N. syvatica) 42.4 11.3
Semilla 'y cascara de algodon 45.0 10.7
Aserrin, cereal y salvado (8:1:1) 35.1 13.7
Mazorca de maiz, paja de arroz y aserrin 35.6 134
Aserrin Cedro japonés y salvado de trigo o arroz (4:1) 48.0 10.0

EB: Eficiencia Biolégica, Mg MS: Mega (10°) gramo Materia Seca
FUENTE: WHA (2002), ROYSE y SANCHEZ (2004), MYCELIA (2004), TAPINGKAE

(2004).

En los dltimos afios se han incorporados términos nuevos como bioestimulado y
bioaumentado no atribuida a ningun autor en especifico, sin embargo GARCIA (2006),
en su tesis doctoral utiliza bioaumentado refiriéndose a algin producto biodegradado
con microorganismos o restos de microorganismos. Término ocupado para definir en

este estudio los residuos o subproductos biodegradados y con micelio de P. eryngii.

Dada la gran cantidad de residuos generados (Cuadro 3), muchos cientificos y
productores se preguntaron que hacer con esta gran cantidad de residuos, para ser
aprovechados como subproductos y no desecharlos. Una de las alternativas es la
alimentacion de rumiantes la cual resulta atrayente debido a la disminucion de la
proporcion de los compuestos estructlrales resistentes, de esta forma se beneficia la
biodegradacién e incrementa la digestibilidad ruminal, transformandose en una buena
alternativa para la nutricion de rumiantes (KAMRA y ZADRAZIL 1986; COHEN et al.,
2002). Otra posibilidad es usarlos como compost o incorporarlos al suelo. El
composteo se realiza a nivel de pequefios y medianos productores (MUSHWORLD,
2005). Empresas norteamericanas dedicadas a la industria de la jardineria (turfgrass y
Landscape) fabrican sustratos artificial para el césped, mezclando el sustrato
biodegradado con suelo y en unién europea soélo lo incorporan al suelo como buenas
practicas agricolas (CANADIAN MUSHROOM GROWERS, 2000).
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2.5 Biodegradacion de residuos vegetales en los suelos

Los suelos agricolas son unos de los mayores depoésitos de carbono del planeta
y tienen potencial para expandir el secuestro de carbono, contribuyendo asi a disminuir
la creciente concentracion atmosférica de CO,. Este es uno de los principales objetivos
de incorporar residuos vegetales al suelo. Incorporando materia organica se tendra un
efecto directo sobre la fisica, fertilidad y biolégica del suelo. En general el contenido de
materia organica se considera uno de los indicadores primarios de la calidad del suelo
(ROBERT, 2002).

Esta biodegradacion y estabilizacién de los residuos en el suelo generalmente
es definido como Humus: material organico que los microorganismos del suelo han
transformado a una forma mas estable (BOHN et al., 1993; SAJJAD et al., 2002), y es
dependiente del tipo o calidad de residuos. Las razones C:N que tengan el residuo van
a estar estrechamente ligada con la rapidez de la actividad enzimatica de la biomasa
microbial sobre este (SAJJAD et al., 2002).

2.5.1 Microorganismos asociados a la descomposicion de residuos en los
suelos. Existe una amplia variedad de formas microbiolégicas, encontrdndose
bacterias, actinomicetos, hongos, algas y protozoos. Los mas abundantes en nimero
de individuos son las bacterias, aunque sobrepasados en biomasa por los hongos; sin
la actividad relacionada de los microorganismos (microflora: bacterias, actinomicetes,
hongos), (SZEGI, 1988; JENKINSON, 1992).

Los hongos son considerados el segundo grupo mas importantes de
microorganismos del suelo. Estimaciones realizadas sobre la biomasa, sugieren que
los hongos pueden presentar hasta el 70% de la poblaciéon microbiana del suelo, pero
suele aceptarse como valor normal un 50 % (SZEGI, 1988; JENKINSON, 1992).

Varios grupos de hongos utilizan la celulosa para satisfacer sus necesidades de
carbono y energia (ALEXANDER, 1980), entre otros se distinguen: Fusarium,
Polyporus, Myrothecium, Rhizoctonia, Penicillium, Rhizopus, Alternaria, Trametes,
Aspergillus, Trichoderma, Chaetonium, Trichotecium, Coprinus, Verticillium, Fomes y

Zygorhynchus.
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Segun SZEGI, (1988) todos los Basidiomycota pueden descomponer
hemicelulosa, destacandose como los mejores; Fomes y Polyporus, y otros hongos
como: Zygorhynchus, Cunninghamella, Penicillium, Trichoderma, Humicola vy

Aspergillus. También un gran nimero de actiniomicetes.

La lignina es la estructura mas resistente a la descomposicion por
microorganismos. Segun Olavarria (2000), citado por LINDH (2004) en lo que se refiere
a hongos, los lignoceluléticos y los Basidiomycotas, destacan, y entre éstos los
Aphyllophorales de los géneros Trametes, Poria, Ganoderma y Chrysosporium. Otros
Basidiomycota que pueden descomponer primariamente lignina son: Clavaria,

Armillaria, Fomes, Polyporus, Pleurotus, Polystictus y Ustilina (SZEGI, 1988).

2.5.2 Factores que afectan la biodegradacion de los residuos vegetales en los
suelos. La temperatura, humedad y pH son los principales factores que afectan la
degradacion de los residuos vegetales (ALEXANDER, 1980; SZEGI, 1988), ademas de

las caracteristicas quimicas del sustrato.

La mayoria de los microorganismos del suelo son mesofilos, con un éptimo de
desarrollo entre los 25 — 37 °C, y un minimo de actividad a los 5°C (Dickinson, 1974 y
Alexander, 1999., citado por CABEZA, 2002).

La humedad del suelo juega un rol importante no s6lo como un medio donde se
desarrollan los procesos de 6xido reduccion de microorganismos, sino también de
transporte 'y propagacion, el cual produciria efectos importantes sobre la
descomposicién de los residuos (ALEXANDER, 1980; JENKINSON, 1992). Se indican
que a capacidad de campo se produciria la mayor actividad biolégica en los suelos
(KUMAR y GOH, 2000).

SZEGI (1988), dice que las bacterias son mas sensibles al pH, teniendo mejor
actividad enzimatica en pH de 6.5 a 7.8. Los hongos se manejan en un rango menor al
de las bacterias, que va de 4.5 a 6.0, y en otras extremas, a pH inferiores. Siempre hay
microzonas en el suelo con diferentes pH donde se pueden desarrollar diferentes

microorganismos.
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Otra caracteristica a considerar es la textura del suelo; cabe destacar que el
tipo y cantidad de arcillas (SIX et al, 2006), es donde se desarrolla la mayor actividad
microbiologica, considerandose particulas o coloides de gran actividad superficial
quimica (HUANG et al., 2002).

2.5.3 Evaluacion de la actividad biolégica de suelos adicionados de residuos
vegetales. MANNIPIERI et al. (2003) indica algunos pardmetros usados habitualmente
para determinar la actividad microbiolégica en suelos, en este contexto (ver cuadro 4).
La forma mas practica y sencilla es midiendo la respiracion del suelo, asi como
también, la liberacién de nutrientes provenientes de la mineralizacion, y las reacciones

enzimaticas en el suelo y sobre residuos.

CUADRO 4. Parametros usados para determinar actividad microbiolégica

Respiracion Actividad especificas de enzimas
Mineralizacién de nitrégeno Hidrolisis fluorescencia diacetato
Relacion de nitrificacion Emisién de calor

Actividad potencial de desnitrificacion Incorporacion de tiamidina
Fijacion de nitrégeno Incorporacion de leucina
Contenido ATP Amonificacion de argelina
Actividad deshidrogenada Reduccién de sulfoxido dimetil

FUENTE: Alef y Mannipieri, (1995) citado por MANNIPIERI et al., (2003).

2.5.3.1 Respiracion del suelo. Los microorganismos heterétrofos del suelo, degradan
residuos vegetales y otros residuos organicos, para obtener energia, desarrollo y su
mantencién (ALEXANDER, 1980). Durante la degradacion aerébica de los desechos,
los productos finales son: CO, y agua. Como consecuencia, la emisién del CO, puede
ser usada como una medida de la actividad microbial y de las cantidades de sustrato
descompuesto, aunque parte de los compuestos también son usados en la sintesis
microbial (ALEXANDER, 1980; LEHNINGER, 2001).

Para la liberacién de CO, del suelo se han indicado dos instancias importantes,

por un lado el CO, que representa la degradacion de la materia organica nativa, y en
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segundo lugar, la descomposicién de sustratos adicionados al suelo (ALEXANDER,
1980).

2.5.3.2 Nitrogenos provenientes de la descomposicion. El nitrdgeno que se encuentra
en solucién en el suelo comprende un amplio nUmero de compuestos, en general, se
encuentran proteinas, amino &cidos, acidos nucleicos, amino azlcares, paredes
celulares de microorganismos y una gama de N, la cual posee una composicion no
conocida (ALEXANDER, 1980). La mayoria de las enzimas extracelulares producidas
por microorganismos, depolimerizan proteinas, amino polisacéaridos (paredes celulares
de microorganismos) y acidos nucleicos, e hidrolizan urea en el proceso llamado
globalmente amonificacion. Una vez que se ha realizado la amonificacién, continua el
proceso de nitrificacion, en un proceso continuo y paralelo, en donde las bacterias
(Nitrosomonas y Nitrobacter) transforman el NH; (NH4;) a NO,” NOj™ respectivamente
(ALEXANDER, 1980; JENKINSON, 1992).

La mineralizacion del N se determina en forma de NH," y NOs. El aumento o
disminucion en el tiempo dependen de la actividad microbiana, del consumo de cultivos

o plantas, y la lixiviacion y amonificacion (STEUBIMG et al, 2002).

2.5.3.3 Carbono soluble. Los microorganismo utilizan en su metabolismos compuestos
carbonados de la solucion del suelo (ALEXANDER, 1980). Estos provienen de;
material descomponible de residuos (proteinas y carbohidratos) (VERBERNE et al.,
1990), y de la biomasa microbial muerta. De esta forma el incremento o disminucion
del carbono soluble desde la matriz del suelo, mostraria la actividad microbiana del
suelo (SIX et al., 2006).

2.5.3.4 Actividad enzimatica deshidrogenasa. Entre los métodos mas adecuados para
conocer la dinamica de la materia organica, esta el medir la actividad enzimatica
(MANNIPIERI et al.,, 2003); ya que la estabilizacion o degradacion dependen
principalmente de procesos biolégicos, en que las enzimas juegan un papel principal
(AGUILERA et al., 1988; SAJJAD et al., 2002). Las enzimas deshidrogenasas estan
presentes en todos los microorganismos, en reacciones de oxido-reduccion; esenciales

para muchos procesos fisiolégicos, removiendo y trasladando electrones (H*) desde
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sustratos organicos o inorganicos, para obtener la energia desde un donador a un
aceptor (co-enzimas NAD o NADP). En el suelo, los protones de los compuestos
reducidos son transportados por las deshidrogenasas a través de la cadena
transportadora de electrones, siendo el O, el aceptor final (LEHNINGER, 2001 y
STEUBIMG et al., 2002).

PRAVEEN-KUMAR et al. (2003) describen un método para la estimacion de la
descomposicibn de residuos del suelo, mediante la actividad enzimatica
deshidrogenasa relacionandola con otros métodos (Cuadro 5). La metodologia
modificada de actividad deshidrogenasa (DHA 72), el cual mide la cantidad de
deshidrogenasa del residuo y suelo, suponen en sus reacciones la existencia de un
aceptor de electrones que en este caso, es una sal incolora de tetrazolio (TTC, cloruro
de 2,3,5 trifeniltetrazolio), la cual es reducida y transformada a trifenilformazan (TFF)
esta solucion es roja la cual es medida en espectrofotdmetro (metodologia original de
Tabatabai (1982) y modificadas por PRAVEEN-KUMAR et al. (2003).

Cuadro 5. Categorizacion general de residuos, basadas en diferentes métodos de
calidad de residuos

. Método
Categoria Razon C:N DHA 72 (p Kat)
Altamente descompuesto <18 >25
Muy descompuesto 18 - 27 15-25
Medianamente descompuesto 28 - 60 9-14
Baja descomposicién > 60 <9

FUENTE: PRAVEEN-KUMAR et al. (2003).
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3 MATERIAL Y METODO

3.1 Material

Los materiales utilizados en la realizacion de este trabajo de investigacion se

describen a continuacion.

3.1.1 Biolbégico. Se us6 la cepa del hongo Pleurotus eryngii (DC.:Fr.) Quél. var.

eryngii, semillas de trigo Triticum aestivum L. cv. Baron.

3.1.2 Reactivos. Los reactivos utilizados en la fase experimental se presentan a
continuacion con su abreviacion utilizada en el resto del texto: acido sulfurico (H,SO,)
0.005 N y concentrado 96%, agar extracto de malta (AEM) al 2%, agua destilada, agua
oxigenada (H,0,), aleacion devarda en polvo, benomilo, cloruro de potasio (KCI) 2M,
dicromato de potasio (K.Cr,O;) 0.0667 M y 1 N, hidroxido de potasio (KOH) 0.5M,
indicadores fenoftaleina, ortofenantrolina, naranjo de metilo, 6xido de magnesio (MgO),
solucion indicadora de nitratos (H3BOj3), sulfato de amonio ferroso (NH,).Fe(SOy,)
6H,0 0.033M, sulfato de magnesio (MgSQ,), sulfato ferroso (Fe,SO,) 0,5 N, sulfato de

potasio (K,SO,), trifenil formazan y 2,3,5-trifeniltetrazolio cloruro(TTC).

3.1.3 Equipos. Agitador magnético Thermolyne nuova stir plate, Autoclave Orsa,
balanza de precisién Precisa, balanza Monobloc Mettler/Toledo, camara de cultivo
Kotterman GMBH Type S430, camara de secado, camara de flujo laminar Termo
Forma Clas IIA/B3, campana extractora Centra MP4, chipiadota Briggs & Strattow 8HP,
destilador Kjeldhal LABCONCO rapid still Il, digestor Heating Digester DK20 VELP,
espectrofotbmetro de absorcién atémica UV/VIS 916 GBC, estufa de secado de suelo
Heraeus Type KTFU, horno mufla LINDBERG/BLUE, horno Pasteur Orthmann,
pHmetro Cole Parmer model 05669-20 y refrigerador.
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3.2.4 Otros. Aguja de siembra, algoddn, balén de gas 45 kg, barreno manual Oakfield
Wisconsin, betonera artesanal, bolsa de nylon transparentes (25 x 15; 70 x 50 cm),
bolsas de papel (30 x 10 cm), botellas de vidrio 1 L, bureta de 5 y 50 mL, cocinilla
industrial a gas, crisoles, cuchara volumétrica, embudos plasticos, envases de plastico
0,5 L, espatulas, frascos plasticos de 50, 100 y 150 mL, gradilla, tubos de ensayo con
tapa, guantes, lapiz marcador, maceteros plasticos de 5 L, , termdémetro 115°, matraces
aforados de 50, 100, 500, 1000 y 2000 mL, matraces Erlenmeyer de 50, 125y 250 mL,
matraces Kjeldhal 250 mL molino, olla de 40 L, paja de trigo (del afio), pala, papel filtro
VWR Brand, Whatman N°1, pinzas, pipetas de 2, 3, 4, 5, 10 y 20 mL, placas Petri de
90 mm, probeta de 20 y 50 mL, pulverizador 5 L, sacabocado, soportes, suelo
Hapludand (trumao), tambor metal 250 L, tamiz 2 y 4 mm, tijeras, tubos de ensayo (1.5
cm) y vasos precipitados de 300, 500, 600 y 1400 mL .

3.2 Métodos

Los métodos utilizados para la produccion de setas de Pleurotus eryngii,
evaluacion de la biodegradacion de la paja de trigo pos-cosecha de setas, la
incorporacion de paja de trigo bioaumentada a suelo trumao, y la evaluacion de la

actividad bioldgica del suelo, se describen en los puntos siguientes.

3.2.1 Ubicacion de ensayos. Produccién de setas de Pleurotus eryngii, en Planta
piloto de Hongos Comestibles, (Proyecto FONDEF DO2I-1003) Fundo Teja Norte; y
evaluacion de actividad bioldgica de suelos adicionados de residuos, en invernadero de
la Facultad de Ciencias Agrarias Campus Teja. Ambos lugares pertenecientes a la

Universidad Austral de Chile.

3.2.2 Produccioén setas de Pleurotus eryngii

3.3.1.1 Masificacién de cepa flngica. La cepa utilizada fue propagada desde una placa
Petri. Con ayuda de un sacabocado de 1.5 cm de diametro, se obtuvieron discos de
agar con micelio. Estos, son sembrados (4 discos/botella) en forma equidistante en

botellas de vidrio, que contienen trigo previamente esterilizado en autoclave.
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Posteriormente una vez sembrado el trigo, las botellas fueron incubadas a 23 +

2 °C durante 14 dias, en una camara para cultivo.

3.2.1.2 Preparacion de la paja de trigo. A continuacion se describen las metodologias

utilizadas para el acondicionamiento y tratamientos de la paja de trigo.

La paja de trigo fue cortada a una longitud aproximada de 3 a 5 cm. Esto, con
el objeto de mejorar la manipulacion, y de aumentar la superficie especifica de
colonizacién del micelio fungico. Seguido se humecté la paja de trigo por 12 horas en

un tambor metalico de 200 L.

Con el objeto de disminuir la carga microbiana se realizaron los siguientes dos

tratamientos:

Tratamiento cocido: en una olla de 20 L se deposit6é un canastillo que contenia la paja

humectada, seguidamente se completd con agua. Luego en una cocinilla industrial se
calent6 la olla, y con un termémetro se registré6 el momento que alcanzé los 100 °C
aproximadamente, y se mantuvo por una hora. Posteriormente se dej6 estilar hasta

humedad de retencion.

Tratamiento pasteurizado: se depositaron 25 L de agua en un pasteurizador artesanal,

al interior de él, un canastillo con paja humectada; tapado el tambor (200 L), y con el
termometro en el extremo superior, se registr6 el momento que alcanz6 los 90 °C.

Seguido se pasteurizé la paja por tres horas.

3.2.1.3 Inoculacion y colonizacién de la paja de trigo. Luego de cada tratamiento, se
llenaron bolsas de nylon (30 x 70 cm) con paja y trigo colonizado por P. eryngii
(descrito en punto 3.2.1), en una relacién de 100:3. Una vez cerradas las bolsas con
cinta adhesiva, se perforaron para drenar el excedente de agua. Posteriormente,
identificada y pesada cada bolsa, se incuba en oscuridad a 23t2 °C y 80 % de
humedad relativa. Bajo estas condiciones se asegura la colonizacién del hongo en la

paja de trigo.
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3.2.1.4 Produccion de setas de Pleurotus eryngii. Una vez colonizada la paja de las
bolsas por el hongo, se realizaron pequefios cortes en cruz a las bolsas, para la salida
de las setas. Luego las bolsas se trasladaron e instalaron en sala de produccion, con
condiciones de temperatura de 20 °C, 80% de humedad relativa y un tiempo de
proceso de nueve horas de luz (1000-1.500 lux) diarias. Una vez que alcanzaron el

tamafo comercial las setas, se cosecharon y se identificé la bolsa de produccién.

La produccion de setas, se estimé mediante la eficiencia bioldgica, que es la

relacién entre el peso fresco de las setas, y el peso seco del sustrato (paja de trigo).

3.2.2 Determinacion de la biodegradacion post-cosecha de setas de la paja de
trigo. Una vez terminado el periodo de cosecha de setas de P. eryngii, se escogieron
tres bolsas al azar de cada tratamiento, con las cuales se obtuvo una muestra
compuesta de paja parcialmente biodegradada. Estas muestras fueron secadas a 60
°C por 48 horas, después molidas y tamizadas entre 40-60 mesh. Lo mismo se realizé
con muestras de paja de trigo, previo y posterior al tratamiento térmico. A las muestras
se les determin6 el carbono y nitrdgeno total. Se realizaron andlisis para los
constituyentes organicos de celulosa, lignina y solubles totales, en el Laboratorio de
pulpa y papel de la Facultad de Ciencias Forestales, de acuerdo a normas Tappi 1988

(servicio).

3.2.2.1 Determinacién del contenido nitrégeno total. El contenido de nitrégeno total se
obtuvo mediante el método de Kjeldhal (SAAVEDRA, 1975). Para esto se peso 0.1 g
de muestra, a la cual se afladié 5 mL de H,SO,, digiriéndose durante 2 horas. Se dejé
enfriar y se le agregd 2 mL de H,0,, digiriéndose 30 minutos mas. Finalmente, una vez
fria, se adicion6 1 g de mezcla catalizadora, y por 1 hora se digiri6 huevamente. Se
dej6 enfriar y se destilé en el destilador Kjeldhal. Para la destilacion se sumé 15 mL de
NaOH al 50% y el destilado se titulé con H,SO,4 al 0.05 N.

3.2.2.2 Determinacion del contenido de carbono total. Se realizé por medio del método
de titulacion (SAAVEDRA, 1975). Se pesaron 0.0625 g de muestra, a la cual se agregé
10 mL de K,CrO; y 20 mL de H,SO, concentrado. Se dej6 enfriar por 30 minutos y se
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afiadié 200 mL de agua destilada y 5 gotas de indicador. Posteriormente se titulé con
FeSO, al 0.05 N.

3.2.3 Incorporacién de residuos de paja de trigo en suelos trumaos. Terminado el
periodo de cosecha de las setas, la paja de trigo biodegradada escogida anteriormente
(punto 3.3.2), se procede a incorporarla a suelo trumao, clasificado segin TOSSO
(1985) como Serie Valdivia; Typic Hapludand. Para ello se extrajo suelo de 0-20 cm de
profundidad, del potrero 21, del Fundo Santa Rosa de la Universidad Austral de Chile,
y tamizado a 4 mm. Se le determiné la capacidad maxima de retencién de humedad
(CMRH) o capacidad de campo, mediante la saturacién del suelo depositado en un
embudo de vidrio, y dejando drenar el agua no retenida por un periodo de 48 horas.
Posteriormente se pesé y secd a 105 ° C, por un periodo similar al anterior. Después

se volvié a pesar el suelo nuevamente.

Antes de mezclar el suelo con la paja bioaumentada, se adicion6é a los
maceteros que contienen el suelo; agua (entre un 60-70% CMRH), para una
preincubacion de 10 dias. La cual elimin6 el efecto acelerador de la mineralizacion,
producto de este re-humedecimiento del suelo seco (Tate, 1995), citado por ZAGAL
(2003). Los maceteros conteniendo el suelo, son mantenidos por peso entre 60-70%

CMRH, desde el inicio hasta el final del ensayo.

Terminado los 10 dias de preincubacion, se procedi6 a mezclar en una
betonera artesanal de 20 L, 21.2 g de paja de trigo bioaumentada post-cosecha de
setas de P. eryngii, y paja sin tratar a control, con un volumen de 5 L de suelo trumao
preincubado. Las mezclas obtenidas fueron devueltas a los maceteros de 5 L. Estas
son mantenidas en invernadero, donde se registraron las temperaturas minimas y

maximas diarias en el transcurso del ensayo.

La incorporacion de paja de trigo al suelo, se realiz6 simulando una
incorporacion en terreno, manteniendo l6gicamente las proporciones de produccion, y
basandose en el hecho de que una superficie de 1 ha de trigo en la Décima region,
produce como promedio 61.3 gqgm de grano por hectarea, y por tanto 8465 kg de

materia seca en forma de paja (ODEPA, 2005) De esta manera un suelo trumao 1 m?
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con 0.2 m de profundidad y densidad aparente 0.6 g cm™ pesa 120 kg, es capaz de
producir 846.5 g de materia seca, entonces cada kg de suelo recibe 7.05 g de materia

seca.

3.2.4. Determinacion de los parametros quimicos del suelo. Se determinaron los
siguientes parametros quimicos inorganicos del suelo: emisién de CO, (respiracion),
carbono soluble y N mineral del suelo. Se tomaron muestras de suelo, con un barreno
manual, de cada tratamiento en los siguientes tiempos: 1-3-6-8-11-16 y 31 dias. Se
secaron las muestras en la sala de secado del Instituto de Ingenieria Agraria y Suelos,
de la Universidad Austral de Chile, a una temperatura promedio cercana a los 30 °C. A
continuacion, se tamizaron las muestras a un diametro de 2 mm, y fueron almacenadas

en bolsas plasticas para su analisis.

3.2.4.1 Medicion de la emision CO, del suelo. La determinacion de CO,, se realiz
mediante el método denominado “campanas de respiracion” o “trampas alcalis”
(STEUBING et al., 2002). EI método se basa en la hipétesis de que es posible recoger
CO; liberado desde una superficie de suelo, con la ayuda de un envase colector
invertido, y en una solucién KOH 0.5 N; puesto que el CO, es soluble en hidréxido de K
o Na. Se implementaron frascos de vidrio como envases colectores (50 mm x 80 mm),
conteniendo 10 mL de KOH 0.5 N, y se instalaron en cada macetero; se cubrieron con
un pote invertido de 1 L de capacidad, para permitir la medicion del CO, y

manteniéndose por 24 h.

Transcurrido el tiempo se hizo una doble titilacién con HCI 0.1 N. La primera de
neutralizacién del KHO con indicador de fenoftaleina, y la segunda de liberacién de

CO, con indicador naranjo de metilo.

3.2.4.2 Determinacion de N disponible (NO3 + NH,"). Segln la metolodogia Kjeldahl se
determind el nitrbgeno mineral disponible (NO3 + NH,"), mediante destilacién (BLACK,
1965). Se pesaron 5 g de suelo en un frasco plastico, se agregaron 50 mL de KCI 2N,
se agité durante 1 hora, y luego fue filtrado. A continuacién se extrajeron 10 mL del

filtrado y se depositaron en un matraz kjeldahl de 100 mL, se agregaron 200 mg de
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MgO y aleacion devarda, y luego se conecto el matraz en el sistema de destilacion.
Para recibir el destilado se uso un matraz Erlenmeyer de 50 mL con 5 mL de solucion
indicadora (Bromocresol mas rojo de metilo en &cido borico y etanol). La destilacion

debe durar un maximo de 40 minutos. Se titulo con H,SO, 0.005 N.

3.2.4.3 Determinacion de Carbono soluble. Para la determinacion de C soluble se
pesaron 10 g de suelo en un frasco plastico, y se agregaron 50 mL KSO, 0.5 M. Se
agité durante 30 minutos, y luego se filtré. Del filtrado se extrajeron 4 mL del filtrado
para depositarlos en un matraz Erlenmeyer de 250 mL. A este se adicion6 1 mL de
K.Cr,0; 0,0667 M y 5 mL de H,SO, concentrado. Antes de titular con (NH,4), Fe(S0O,),
0.033M, se agrega a la muestra 0.3 mL de indicador ortofenantrolina. (NELSON vy
SOMMERS, 1982).

Es necesario que cada vez que se realice el proceso de titulacion, se debe
hacer un control para corroborar la concentracion de la solucion, ya que ésta sufre una

rapida oxidacion (solucion de realiza momentos antes de titular).

3.2.5 Determinacion del parametro quimico orgénico de la paja de trigo en el suelo y
suelo. Para la estimacion de la actividad de la enzima deshidrogenasa sobre el residuo
y suelo, se extrajo una muestra compuesta de maceteros de cada tratamiento a los
dias 16 y 31.

3.2.5.1 Método modificado de actividad enzimatica deshidrogenasa (DHA 72) sobre
residuo. Praveen-Kumar, et al. (2003). Los residuos se secaron, molieron y tamizaron
a 60 Mesh. 5 g de material se colocaron en un matraz de 250 mL, con 100 mL de agua
destilada (1:20). ElI matraz se cubrié con papel de aluminio y se llevé a una presion de
15 libras y 105 °C, por 2 horas. La muestra se enfrio y filtr6 a través del papel Whatman
N° 1, y el filtrado se recibid en otro matraz de 250 mL. Se peso6 1 g de suelo en un tubo

de ensayos, se adicion6 0.2 mL de TTC al 3% y 0.5 mL del extracto de residuo.
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El tubo de ensayo se incub6 por 72 horas a 37 °C. Después de la incubacion se

agregaron 10 mL de metanol agitados y fueron puestos al refrigerador por 3 horas.

El trifenil formazan formado desde el 2,3,5 trifenil tetrazolium cloruro (TTC) es
determinado por absorcién a 485nm. La curva se prepara con trifenil formazan, en caso

de blanco 0.5 mL extracto del residuo y 0.5 mL de agua destilada.

3.3 Disefio experimental y andlisis estadistico
Consta de dos etapas, la primera de produccion de setas de Pleurotus eryngii
en paja de trigo y biodegradacion paja de trigo, y la segunda etapa, de evaluacion de

actividad biolégica en suelos trumaos adicionados de residuos bioaumentados.

Para la primera etapa del experimento de produccion de setas en paja cocida y
pasteurizada, se realizaron 12 repeticiones para cada tratamiento. Los cuales se
dispusieron en un disefio completamente al azar (Cuadro 6). Los resultados de

eficiencia biolégica, se analizaron mediante una t de student.

CUADRO 6. Disefio del ensayo de produccién de setas de Pleurotus eryngii en

paja de trigo
Tratamientos Total de muestras
Bolsas de paja cocida + P. eryngii 12
Bolsas de paja pasteurizada + P. eryngii 12

Para evaluar los resultados de la paja de trigo sin tratar, posterior a los
tratamientos térmicos y a la biodegradacion, se analizaron los pardmetros quimicos
inorganicos (N y C) por triplicado, y los parametros quimicos organicos (celulosa,
hemicelulosa, lignina y solubles totales) por duplicado, de cada tratamiento (cuadro 7 y
8). Los resultados fueron analizados a través de un andlisis de varianza (Andeva). Las
diferencias entre las medias, se evaluaron mediante la prueba de Tukey al 5% de

significancia, usando el programa estadistico; Statgraphics 2.0
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CUADRO 7. Disefio de mediciéon de parametros quimicos razon C:N de la paja

de trigo
Tratamientos Tiempos Muestras C:N
Paja, Bolsas de paja cocida + P. eryngii Pre.T.T, Post.T.T, PostC M.C.3x3=9
Paja, Bolsas de paja pasteurizada + P. eryngii Pre.T.T, Post.T.T, PostC M.C.3x3=9

M.C.= Muestra compuesta; Pre.T.T= Pre-tratamiento térmico; Post.T.T.= Posterior Tratamiento Térmico; Post.C.= Posterior a cosecha

CUADRO 8. Disefio de medicion de parametros quimicos organicos de la paja

de trigo

Tratamientos Tiempo Total de muestras
Bolsas de paja cocida + P. eryngii Pre.T.T, Post.T.T, Post.C M.C.x3x2=6
Bolsas de paja pasteurizada + P. eryngii Pre.T.T, Post.T.T, Post.C M.C.x3x2=6

M.C.= Muestra compuesta; Pre.T.T= Pre-tratamiento térmico; Post.T.T.= Posterior Tratamiento Térmico; Post.C.= Posterior a cosecha

En la segunda etapa del experimento, a los tratamientos mencionados se
agregoé un tercer tratamiento de suelo adicionado de paja sin tratar. Estos tratamientos
se dispusieron en un disefio completamente al azar, con la siguiente cantidad de
mediciones: 5 repeticiones para N mineral y C soluble, y 21 repeticiones para la
emisién de CO, del suelo. Cada evaluacion se realizo en distintos tiempos como

muestra el Cuadro 9.

CUADRO 9. Disefio del ensayo para la determinacién de la respiracion del

suelo, carbono soluble y nitrégeno mineral en muestras de suelo

Control Tiempo Total de Total de
muestras CO, muestras Cy N
Suelo+ paja de trigo 1-3-6-8-11-16-31 7 x 21 =147 7x5=35
Tratamientos
Suelo+ paja cocida bioaumentada 1-3-6-8-11-16-31 7x21 =147 7x5=35
Suelo+ paja pasteurizada 1-3-6-8-11-16-31 7 x 21 = 147 7x5=35

bioaumentada

Se evalud los resultados de tiempos en los diferentes tratamientos, realizando
un Andeva, y las diferencias entre las medias se evaluaron mediante la prueba de

Tukey al 5% de significancia. Usando el programa estadistico Statgraphics 2.0.
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Para ver si existieron diferencias entre los tratamientos, se acumularon las
emisiones de CO,, y las curvas fueron ajustadas a una ecuacion exponencial de primer
orden. Se realizaron Andevas a las variables de las ecuaciones, mediante el uso del
programa GraphPad PRISM 4.0.

La evaluacion de la actividad de la enzima deshidrogenada en suelo+residuo y
residuo se realiz6 por triplicado. En los dos tiempos de cada tratamiento, como muestra
el Cuadro 10, se analizaron los resultados realizando un Andeva, y las diferencias
entre las medias se evaluaron mediante la prueba de Tukey al 5% de significancia,

usando el programa estadistico Statgraphics 2.0.

CUADRO 10. Disefio de medicion de enzima deshidrogenasa en residuo-suelo y

residuo
. Total muestras de Total muestras de
Control Tiempo ; .
suelo y residuo residuo
Suelo+ paja de trigo 16-31 M.C.x2x3=6 M.C.x2x3=6
Tratamientos
Suelo+ paja cocida bioaumentada 16-31 M.C.x2x3=6 M.C.x2x3=6
Suelo+ paja pasteurizada 16-31 M.C.x2x3=6 M.C.x2x3=6

bioaumentada

M.C.= Muestra compuesta
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4. PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS

4.1 Determinacion de la eficiencia bioldgica, en la produccion de setas de
Pleurotus eryngii en paja de trigo cocida y pasteurizada

La produccién de setas se determiné mediante la eficiencia bioldgica (EB)

(relacién entre peso fresco de las setas y peso seco del sustrato) en los tratamientos

(cocido y pasteurizado). El periodo de inoculacion de la paja de trigo con micelio de P.

eryngii a cosecha de setas duré 60 — 70 dias.

El Cuadro 11 muestra la EB con un promedio de 12 repeticiones (bolsas) para
cada tratamiento y su respectiva desviacion estandar indicando peso fresco de las
setas, peso seco del sustrato y la eficiencia biolégica en la produccion de setas de P.
eryngii.

CUADRO 11. Eficiencia biolégica de P. eryngii en paja de trigo cocida y

pasteurizada

. Paja de trigo cocida Paja de trigo pasteurizada
Tratamiento
Promedio +d.s. Promedio +d.s.
Setas frescas () 454.8 +108.1 723.2 £199.2
Sustrato seco (g) 1616.4 +33.6 1681.6 +66.5
EB (%) 28.0 +6.1 427 +£10.2

El test de t de student indicéd diferencias significativas (valor de P = 0.0003,
Anexo 2) entre los tratamientos en donde la mayor eficiencia biolégica, se obtuvo en la
paja de trigo pasteurizada, cuyo valor promedio fue 1.5 veces superior a la paja de trigo

cocida.

No existen reportes en la literatura consultada sobre cambios en la eficiencia

biolégica de P. eryngii debido al tratamiento de disminucion de la carga microbiolégica
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inicial del sustrato. La mayoria de los reportes se refieren a cambios en la EB debido a
diferentes mezclas de paja de trigo con otros sustratos. Las EB reportadas varian entre
28.5% a 62.3%, dependiendo del sustrato utilizado y del método de disminucién de la

carga biologica utilizado.

La mayoria de los reportes consultados en producciones de P. eryngii de
laboratorio, muestran EB altas, por sobre el 30%. De esta forma, ROYSE y SANCHEZ
(2004) usando semillas y céscaras de algodén como sustrato reporté EB de 45% y
usando como sustrato “chip” de roble EB desde 30.7 a 54.1%. Por su parte, WHA
(2002), mostr6 variaciones de EB desde 33.7 a 62.3% usando como sustrato salvado

de trigo o arroz en una proporcion del sustrato de 1:4 con aserrin de cedro japonés.

Por su parte, en producciones industriales las EB son usualmente inferiores y
mas variables (desde 28.5 hasta 42.8%). Asi, utilizando mezcla de 8:1:1 entre aserrin,
grano de cereales y salvado de cereales las EB variaron desde 32.4 a 37.8%
(MYCELIA, 2004) y utilizando mezclas de mazorca de maiz, paja de arroz y aserrin se
obtuvieron EB desde 28.5 a 42.8% (TAPINGKAE, 2004).

Los valores de EB obtenidos en este estudio, en general se encuentran entre
los valores de la literatura. Sin embargo, este trabajo se realiz6 por métodos
artesanales, lo que lo clasifica entre los reportes de laboratorio y los industriales.
Usualmente, en producciones industriales se utiliza esterilizadores industriales o
autoclaves de gran tamafo. En este estudio se utiliz6 un pasteurizador artesanal. Ello
puede explicar la mayor EB lograda con este método que las producciones industriales
en general. Por su parte, el método de coccién artesanal fue equivalente a las EB

inferiores obtenidas por los métodos industriales reportados.

La explicacion mas probable entre la diferencia determinada por el tratamiento
de disminucion de la carga biolégica inicial a través de los tratamientos térmicos se

deberia a que en la pasteurizacion, el sustrato recibe mayor energia calérica del vapor
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de agua ? (2.25 kJ g* agua) y en estas condiciones en el tambor de pasteurizacion se
alcanzaran temperaturas mayores a los 100 °C. También, dado el disefio hermético del
tambor artesanal, se logran un aumento de la presion lo que favorece el aumento de
temperatura, siendo entonces mas eficiente para eliminar o reducir los competidores
directos de P. eryngii. De esta forma, al ser recolonizado el sustrato P. eryngii logra un
mejor crecimiento y desarrollo en el sustrato (ROYSE, 1997). En la Anexo 32, se
muestran fotos de la colonizacion del hongo estudiado en los tratamientos térmicos de

la paja de trigo.

A pesar que el estudio de MELLA (2006) ha mostrado que el tratamiento de
coccion de paja de 1 hora, es equivalente al tratamiento de pasteurizacion de 3 horas,
en que alcanzan su maximo de disminucion respectiva de la carga bioldgica. Esto es
gue un aumento en el tiempo de coccion o de pasteurizacion no aumenta la
disminucion de la carga biolégica con respecto al método térmico, no debe descartarse
la diferencia de tiempo cuando se comparan ambos métodos. Es probable que los
maximos de disminucion de carga biologica sean distintos entre tratamientos. Asi, la
pasteurizacién fue de temperaturas superiores a 95 °C, por tres horas y la coccion fue
a temperatura de 100 °C por una hora. KAMRA y ZADRAZIL (1986) han mostrado que
utilizando Pleurotus sajor-caju, un hongo similar al de este estudio, que la combinacion
de temperatura y tiempo de pasteurizacion es determinante en la EB posterior. Asi, en
su estudio mostré que se obtiene mayores EB a 90 °C y 3 horas, lo que fue similar al

utilizado en nuestro trabajo.

4.2 Constituyentes quimicos de la paja de trigo antes y después de los

tratamientos térmicos y posterior a la degradacion por P eryngii

Se evaluaron los cambios quimicos inorganicos y organicos en el sustrato paja
de trigo producido por los tratamientos térmicos de disminucién de carga bioldgica y

por la capacidad biodegradadativa de P. eryngii.

2Kong Shun Ah-Hen. (2006). Ingeniero en Alimentos, D. Ing. Docente e investigador del Instituto de Ciencias y Tecnologias de los
Alimentos. Fac. Ciencias Agrarias de la Universidad Austral de Chile. Comunicacién personal.
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4.2.1 Componentes inorganicos. En la Figura 1, se observan las variaciones de las
razon entre carbono y nitrégeno total de la paja de trigo, analizadas al inicio, posterior a
tratamientos térmicos (cocido y pasteurizado), posterior a la biodegradacion y cosecha
de setas. Se muestra el promedio de la razon C:N de tres repeticiones con su

correspondiente desviacidn estandar.

90 1

80 1

H

70 T
60 1
50 1

40 - T

Razén C:N

30 1

20 1

10 1

Paja P. pasteurizada P. cocida P. pasteurizada P. cocida

Inicio Post. tratamiento térmico Post. cosechade setas

Figura 1. Variacion en larazéon C:N paja de trigo inicial, post-tratamiento térmico
y post-cosecha de setas

El tratamiento térmico disminuyd la razén C:N de la paja inicial para la coccidn,
pero no para la pasteurizacion. El promedio de la razén C:N determinada en la paja de
trigo al inicio del ensayo fue de 77.1. Este valor concuerda con los determinados por
PHILIPPOUSSIS et al. (2001) quien mostr6 un valor promedio de 83.3; VERBERNE et
al. (1990) cuyos promedios variaron entre 70 - 80 y Smith (1982) citado por LINDH
(2004) con un valor de 80.

La disminucion significativa de la C:N (Anexo 3) por el tratamiento de la paja de
trigo (desde 77.1 a 54.1) se deberia a que el proceso de coccidn provoca un arrastre
de nutrientes hacia el liquido®. De esta forma, HOUDEAU et al. (1991) explican que

cuando un sustrato esta sumergido en agua hirviendo se produce una disolucion de
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nutrientes, por rompimientos de la estructura de las células, liberando los nutrientes
hacia la solucién. Ademas, es posible que en muchos casos la desintegracion inicial
del sustrato produzca una acidificacion del medio. Asi, se obtiene una hidrdlisis acida
del sustrato, lo que favorece la descompaosicién de compuestos de carbono de cadenas
largas y cortas® y liberando carbono como CO,. Sin embargo, permanece sin
explicaciébn porque se aumenta la razén C:N. Estos resultados de alguna forma
implican que el C estructural es mas afectado que el N estructural, no teniendo una

explicacién clara para ello.

El tratamiento térmico implica que a temperaturas superiores a 60 °C, comienza
la hidrdlisis de material metabdlico (carbohidratos y proteinas) (BELITZ, 1987), en tanto
que sobre de 85 °C la hidrdlisis de componentes estructurales (celulosa, hemicelulosa
y lignina) (FENGEL 1983; STOLZER y GRABBE 1991). En ambos tratamientos de este
estudio, las temperaturas estuvieron por sobre estos limites térmicos. De esta forma se
puede suponer que existio ruptura parcial de los puentes de hidrégeno de los sustratos,
dejando estructuras carbonadas de cadena mas cortas que las iniciales.

La razon C:N en la paja de trigo pasteurizada fue similar a la obtenida en el
sustrato inicial sin tratamientos (77.1 versus 70.7, diferencia no significativa, Anexo 3).
Estos resultados implican que el calor latente entregado por el vapor de agua a
temperaturas altas, actia s6lo como medio de entrega de energia caldrica y no como
solvente en que el sustrato se desintegre y solubilice, como ocurriria en el agua

hirviendo.

La evaluacion del sustrato post cosecha de las setas mostré una disminucién de
la razén C:N con respecto al valor previo de los tratamientos (Figura 2). La disminucion
fue diferente dependiendo del tratamiento precultivo de las setas. El sustrato post
cosecha de setas, biodegradado por P. eryngii (designado como bioaumentado,
PTPB), mostrd diferencias significativas en la razén C:N (Anexo 3), comparado con su
valor C:N antes del cultivo de las setas, disminuyendo desde 70.7 a 38.9. Por su parte,
la paja de trigo cocida bioaumentada (PTCB) no present6 diferencias significativas,
después de la cosecha de setas con el valor de C:N antes del cultivo. La disminucién

de la C:N puede ser explicada a través de la habilidad de de P. eryngii, el cual ha sido
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reportado como un eficiente degradador lingnocelulolitico (DORADO et al., 1999;
STAJIC et al., 2005). De esta forma, reduce la cantidad de C del residuo (por emision
de CO,), manteniendo la cantidad de N del residuo, lo que da una disminucién en la
razon C:N. De esta forma, se explicaria un mayor consumo de compuestos de
carbono, inicialmente bajo de nitrégeno, estrechando la razon C:N. En el caso de la
paja precocida, la baja de la razén C:N previa al tratamiento de cultivo con el hongo,
probablemente debida a la ruptura de estructuras carbonadas por la coccién, hace que
los compuestos de carbono no sean los especificos que degrada el hongo P eryngii,
por lo tanto, presenta una menor EB y mantendria la C:N obtenida en el tratamiento

térmico previo.

4.2.2 Componentes organicos. La Figura 2, muestra la variacion para los
constituyentes quimicos organicos del sustrato, determinado segin protocolo Tappi
(1988). Se determinaron cuatro componentes principales: los extraibles totales, la
celulosa, la hemicelulosa y la lignina. Estos compuestos fueron analizados al inicio,
posterior a tratamientos térmicos (coccion y pasteurizado) y posterior a la cosecha de
las setas. Los valores mostrados son el promedio de dos repeticiones, con su

correspondiente desviacion estandar.

Los valores iniciales, previo a los tratamientos, mostré6 que la paja de trigo
present6 un valor relativo promedio del contenido de celulosa de 40.6%. Este valor fue
coincidente con resultados obtenidos por Butterworth (1985) y Hoseney (1986), citados
por CABEZA (2002) y los mostrados por SYLVIA et al. (1999), quienes indican que la
celulosa varia entre un 40-50%, del peso seco de la paja de trigo. La hemicelulosa es
el segundo mayor constituyente de la paja de trigo con un promedio de 26.1%, valor
que concuerda con los determinados por RAGUNATHA et ,al. (1996) indicando un
rango de hemicelulosa de 25 y 40%. La lignina constituy6 el 18.5% en la paja de trigo
evaluada. Este valor esta en los rangos descritos por SZEGI (1988) y por SYLVIA et al.
(1999), quienes indican un rango para la lignina entre 15 y 30%. Por su parte, los
extraibles totales medidos fueron del 14.9% y son semejantes a los determinados por
Saddler (1993) citado por LINDH (2004), quien determiné un valor alrededor del 10%,

para extraibles totales en paja de trigo.
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Figura 2. Compuestos organicos de paja de trigo inicial, post-tratamiento
térmico y post-cosecha de setas. Los niumeros muestran la razén C:N

Después del tratamiento térmico (coccién y pasteurizado) se mantuvo la
proporciones relativas de la celulosa (Figura 2), variando entre 43.0 y 44.8%,
respectivamente. El alza determinada en la paja de trigo cocida no fue
estadisticamente significativa, sin embargo hay un aumento significativo en la paja de
trigo pasteurizada (Anexo 4), la hemicelulosa registré un rango de 26.0 y 27.6%, para
la pasteurizacion y coccidén. Se observa un leve aumento en la paja de trigo cocida, la
cual no es estadisticamente significativa. Sin embargo, MUSHWORLD (2005) ha
mostrado que la paja de trigo experimenta disminuciones significativas en sus
constituyentes organicos estructurales (celulosa y hemicelulosa), después de
tratamientos térmicos (Anexo 4). Ello, no permite descartar que el incremento
detectado en este estudio, pudiera ser un valor verdadero de aumento y que no resultd
estadisticamente significativo, por el bajo nimero de repeticiones utilizado.

Tampoco se determinaron cambios en el material estructural resistente “lignina”

del sustrato, luego de los tratamientos térmicos. Se obtuvo como valor promedio en el
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tratamiento coccion un 20.2% y en el tratamiento pasteurizado, 20.8%. Ambos valores
no difirieron estadisticamente del valor inicial de la paja de trigo previo a los
tratamientos (18.5%). Lo mas probable es que esta diferencia no implique un cambio
en el contenido real de lignina, ya que MUSHWORLD (2005) ha mostrado que los
materiales resistentes, no cambian significativamente con los tratamientos térmicos. El
leve aument6 relativo de lignina, en ambos tratamientos térmicos podria indicar una
reduccién en el valor absoluto de celulosa, lo cual se percibiria en un ligero aumento

del contenido de lignina (Anexo 4).

Los compuestos organicos, medidos en los extraibles totales (formados por
extraibles en etanol-tolueno, en etanol y en agua caliente), mostraron una disminucién
significativa tras los tratamientos térmicos (desde 14.9% en la paja previa a los
tratamientos a 9.25% en el tratamiento de coccion y 8.4% en el tratamiento
pasteurizado). Este descenso detectado, se deberia a que segin BELITZ y GROSCH,
(1987), a altas temperaturas, los compuestos organicos medidos en los extraibles
totales se solubilizan rapidamente, pasando a la solucion, lo que hace que se pierdan
desde el sustrato facilmente. Las pérdidas de estos componentes serian similares para
ambos tratamientos térmicos ya que no se detectaron diferencias significativas entre

ellos.

Posterior a la cosecha de setas de P. eryngii, se determinaron diferencias
significativas, en proporciones relativas de celulosa, hemicelulosa, lignina y solubles

totales del sustrato remanente.

En PTCB hay un leve aumento significativo de celulosa desde 40.6 en la paja
de trigo original a 43.6%. Este aumento relativo se debe a que P. eryngii consumiria
compuestos carbonados de facil biodegradacion como la hemicelulosa, la cual
disminuye significativamente desde un 26.1 a 21.8%. A su vez, el contenido relativo de
lignina no presentd diferencias significativas en sus proporciones relativas, sobre el
tratamiento térmico de coccién (20.2% versus 19.9), lo que no significa necesariamente
que no haya habido degradacién, sino que su valor relativo se mantiene. La
biodegradacion de los componentes estructurales celulosa, hemicelulosa y lignina se

observa en los valores de los extraibles totales. Este componente incrementé



34

significativamente en un valor de 5.5% (Anexo 4), mostrando que existe degradacion
de los componentes estructurales, la cual estaria dominada por la degradacién de la
hemicelulosa. Estos resultados son similares a los determinados por DORADO et al.
(1999) quienes mostraron un incremento en los extraibles totales, atribuyéndolo a la

biodegradacion de componentes estructurales por microorganismos en la paja de trigo.

En el tratamiento de PTPB, de los constituyentes organicos, la celulosa mostré
una disminucién relativa significativa desde 44.8 (tratamiento de paja pasteurizada,
Anexo 4) a 40.9%. Este resultado coincide con lo reportado por KAMRA y ZADRAZIL
(1986) quienes en paja de trigo determinaron disminuciones de celulosa de un 10%,
por accion de P. eryngii, con respecto a su contenido inicial. En este tratamiento, la
hemicelulosa no disminuy6 significativamente, sin embargo, lignina increment6
significativamente desde 20.8 a 23.3%. Ello permite suponer que el tratamiento térmico
realizado afectdé la degradacién de los componentes estructurales, facilitando o
dificultando el acceso del hongo ya sea a celulosa (en el tratamiento PTPB) o a
hemicelulosa (PCTB).

Se esperaba que en el tratamiento térmico més adecuado (pasteurizacion) para
la biodegradacion, produjera una disminucion significativa de los constituyente
estructurales lignoceluloliticos. El analisis de los contenidos relativos sélo muestra los
cambios relativos entre los componentes lignoceluloliticos, pero no da una dimension
cuantitativa de su disminucion. Otra via de analisis es determinar los cambios en la
razon C:N de la paja de trigo. Un analisis de la razon C:N previa y posterior a la
biodegradacion realizada por los hongos muestra una disminucién desde un valor de
70.7 a 38.9 en el tratamiento PTPB. Para que la razén C:N disminuya debe producirse
liberacion de C como CO, a través de la degradacion de los constituyentes
mayoritarios del sustrato. Al producirse degradacién de los componentes estructurales
para la formacion de setas, se esta utilizando el sustrato en crecimiento microbial y los
microorganismos presentan una mayor C:N que los materiales vegetales en general.
De esta forma, la EB determinada en los tratamientos implica que existié degradacion
de los componentes estructurales y un enriquecimiento relativo del N. Estos resultados
implican que existié una pérdida del 31.8% del C, el cual fue respirado o pasé6 a formar

parte de las setas.
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Autores como KAMRA y ZADRAZIL (1986), DORADO et al. (1999),
PHILIPPOUSSIS et al. (2001), PEREZ et al. (2002), COHEN et al. (2002), concuerdan
en describir a P. eryngii como una cepa de capacidades biodegradativas altas de
compuestos lignoceluloliticos y especifico de lignina. De esta forma, DORADO et al.
(1999), registraron en sus ensayos con tiempos similares a los de esta investigacion,
pérdidas de biomasa en peso seco de un 20% y disminucion de lignina de un 8% del
peso total en la paja de trigo. Ellos debieron a P. eryngii como una cepa altamente

selectiva de lignina.

Otro componente a analizar como indicativo de la biodegradacion de los
constituyentes lignoceluloliticos es el aumento relativo de los extraibles totales. Su
valor se incremento significativamente desde 8.4 a 12.8% en el tratamiento PTPB, lo
que refleja la degradacién de las fracciones lignoceluloliticas. Sin embargo, este
incremento fue menor que el observado en PCTB que fue de 9.3 a 14.8%. La
explicacibn a esta aparente contradiccion se deberia a que el tratamiento PTCB
produjo una menor EB, lo que implic6 un menor enriquecimiento de la razon C:N y la
mayor cantidad de extraibles totales se produciria porque no se esta degradando el
sustrato en forma eficiente. Estos resultados, son indicativos que el tratamiento PTPB
fue mucho mas eficiente que el tratamiento PTCB, produciendo una mayor

degradacién de los componentes lignoceluloliticos y un residuo de mejor razén C:N.

Los objetivos de una agricultura sustentable no sélo se basan en la produccién
(en este caso de setas) y el uso eficiente de los recursos, sino también en los efectos
que pueden causar los residuos producidos en la produccion. Por ello, se evaluara la
utilizacion potencial de los residuos producidos como fuente de recuperacién de

fertilidad biologica de los suelos.
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4.3 Evaluacion de la fertilidad biolégica en suelos adicionados de sustrato
biodegradado y bioaumentado con P. eryngii

La evaluacion de la fertilidad biolégica de un suelo se realiza a través de
determinar funciones asociadas a la actividad biologica del suelo, como respiracion
(evolucion de CO,), que muestra indirectamente la degradacion de los constituyentes
del residuo y aumento de la biomasa microbial, la mineralizacién de N organico, que
muestra incrementos en la fertilidad de los suelos, la presencia de C soluble que
implica mejoramiento en la condicion de C disponible para el crecimiento microbial y
cambios en la actividad enzimética general del suelo, que en este estudio se evaluara

a través de la actividad de la deshidrogenasa.

4.3.1 Cambios en la emision de CO; (respiracion) desde el suelo adicionado con
sustratos bioaumentados. Seguido a la adicién sustrato parcialmente biodegradado y
bioaumentado con P. eryngii al suelo, se evalué la respiracién del suelo trumao
mediante el método de campanas de respiracion o trampas élcalis, para determinar la
emision CO, desde el suelo (STEUBING et al., 2002).

En la Figura 3 se muestra la respiracion de los suelos expresada en emision de
CO,, desde suelos adicionados con paja de trigo sin tratar (control) y adicionados con
sustrato biodegradado y bioaumentado con Pleurotus eryngii, posterior a ambos
tratamientos térmicos. Se determiné la evolucién de CO, a través del tiempo medidos
al, 36,8, 11, 16 y 31 dias y expresados como sus sumas térmicas (Gda). Cada valor
representada un promedio de 21 repeticiones, con su respectiva desviacion estandar.
También se registro la emisién CO, del suelo sin adicion de residuos, por triplicado y
con su desviacion estandar, sélo como referencia grafica con los tratamientos, sin
anélisis estadistico ya que se mantiene constante en el tiempo (promedio 7.9 g CO, m™
dia™).

4.3.1.1 Respiracion del suelo después de la adicion de los distintos sustratos a través
del tiempo. El Anexo 5 detalla el analisis estadistico de las emisiones de CO, del suelo
testigo y suelos adicionados con residuos bioaumentados a través del tiempo. Se
determinaron diferencias significativas a través del tiempo, en la evolucién de CO,

debido a la adicion de los distintos sustratos (Figura 3). Las mayores diferencias
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significativas las presentan los suelos adicionados con el sustrato paja de trigo
pasteurizada bioaumentada (SPTPB), seguida de las diferencias producidas por el
sustrato paja de trigo cocida bioaumentada (SPTCB) y posteriormente el sustrato de

paja de trigo sin tratamiento aplicado al suelo como control (SPT).
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FIGURA 3. Respiracién del suelo sometido aincorporacion de la paja de trigo,

parcialmente biodegradada y bioaumentada, y suelo sin adicion

Las emisiones de CO, desde el tratamiento control (SPT) varian en un rango
promedio de 10.7 a 12.1 g CO, m? dia®. Durante el periodo de evaluacion, las
emisiones no difirieron estadisticamente hasta el dia 6 (147 Gda) y alcanzan un valor
maximo el dia 11, descendiendo rapidamente el dia 16 y manteniéndose relativamente
constante hasta fin de la evaluacion (dia 31). El aumento en respiracion en el dia 11
fue estadisticamente significativo con respecto a las mediciones iniciales y finales. Este
resultado es relativamente similar al determinado por CABEZA et al. (2003), quien en
su tratamiento control mostré un aumento de la respiracion el dia 8, para luego

descender. En este estudio, sin embargo, el aumento fue en dia 11 y no en el 8 como
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en estudio de CABEZA et al. (2003) y en ambos posteriormente desciende. Este
aumento de la respiracion posterior a la adicién de un nuevo sustrato incorporado al
suelo, corresponderia a la adaptacién de los microorganismos al sustrato aplicado y a
la degradacién de los componentes mas solubles del sustrato (ALEXANDER, 1988) y
la diferencia en el dia de maxima respiracion se puede deber a diferencias de
temperatura y humedad entre ambos estudios. En el estudio de CABEZA et al. (2003)
no existié control de las condiciones de temperatura y humedad, en tanto que en este

estudio se ajust6 a una temperatura de 23 £ 4 °C y una humedad de 70% de CMRH.

Por su parte, las incorporaciones de sustratos biodegradados y bioaumentados
por P. eryngii mostraron un aumento de la actividad microbiana desde el inicio de las
evaluaciones alcanzando un maximo para luego descender. La evolucién de CO; hasta
el maximo fue de diferente magnitud entre tratamientos. Los valores de respiraciéon
mayores se determinaron en el tratamiento SPTPB y variaron desde 12.1 a 15.3 g CO;
m2 dia!, mostrando un aumento significativo sobre el valor inicial desde el dia 3 hasta
el dia 16, para en el dia 30 mostrar una respiracion similar a la inicial. El otro sustrato
adicionado (SPTCB) mostré un comportamiento similar, pero de menor magnitud que
SPTPB. Ambos sustratos parten en un valor estadisticamente igual, difirieron
significativamente en el valor maximo de respiracion que se obtienen en época similar
(dia 6 a 11) pero decayendo el valor al dia 31 SPTCB a un valor inferior

estadisticamente que el valor del dia inicial (dia 1 de incubacion).

Estos resultados de emisiones de CO, fueron mayores que los obtenidos en
otros estudios similares con adiciones de residuos bioaumentados a suelos con cepas
nativas aisladas desde suelos trumaos (Typic Hapludand), los cuales mostraron un
rango de respiraciones de 4.6 a 8.2 g CO, m? dia' CABEZA et al. (2003). Los valores
de respiracion en este estudio pueden ser considerados altos y son similares a los
obtenidos en estudios de campo. Asi, el estudio de ERIKSEN y JENSEN (2001) en
Hapludult holandeses, muestra que en promedio después de romper una pradera de
ballica trébol con distintos sistemas de labranza se obtuvieron valores entre 14.4 a 16.8
g CO, m? dia™. Estos resultados ratifican que los valores obtenidos en este estudio

son de la magnitud que muestra la degradacion de residuos de buena calidad.
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4.3.2 Respiracion acumulada del suelo en los tratamientos. Las tasas de
respiracién se acumularon para evaluar la degradacion total potencial de los sustratos
aplicados, y se acumulo una cuata tasa del suelo sin adicidbn de sustratos para una
mejor diferenciacion del potencial de biodegradacién de cada residuo. Las curvas
fueron ajustadas a una ecuacion exponencial de primer orden (Figura 4), mostrando un
valor maximo de emisién de CO, acumulada en el tiempo y la tasa constante de primer

orden (k), t son los dias de incubacién.

Cm= Co (1-exp(-kt))

Donde Cm es el Carbono expresado como CO, (g m?) mineralizado a los distintos

tiempos t de incubacion.

CUADRO 12. Parametros de la regresion ajustada a los datos de la evolucion
acumulada de CO, a través del tiempo (ecuacidn de primer orden)

) Co k R2 Sy.x C:N
Tratamiento 2 1 2
(g CO2m™) 1 dia (g CO2m™)
S. paja de trigo (control) 83.9 0.0993 0.985 2.79 77.1
S. p. t. past. bioaumentada 106.5 0.0977 0.990 2.96 38.9
S. p. t. coc. bioaumentada 96.5 0.1008 0.988 2.89 544
Suelo 58.5 0.0994 0.992 1.34

Sy.x: error estandar de la ecuacion.

El andlisis realizado (Anexo 6) a los pardmetros de la ecuacion (Cuadro 12),
mostré la tasa constante de primer orden de los valores acumulados de CO, no difirié
estadisticamente entre los suelos tratados con incorporacion de sustratos, ni con el
suelo sin incorporacion de sustrato. Este resultado implica que el proceso de
mineralizaciéon fue similar en todos los tratamientos y probablemente la biomasa
microbial envuelta fue similar en todos los tratamientos y obedecid probablemente a la

flora nativa que presento ese suelo.

Por su parte, los valores maximos de CO, acumulados (parametro Co) difirieron
estadisticamente entre ellos. EIl valor minimo se determiné en el suelo sin adicion de
material, seguido del suelo con adicién de paja de trigo sin bioaumentar y el valor

méaximo en el suelo con la adicion de SPTPB con una situacién intermedia para la
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adicion de SPTCB. Estos resultados implican que si bien el proceso en su dinamica es
similar, la cantidad finalmente descompuesta de los residuos aplicados fue

dependiente de la calidad del residuo aplicado.
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Figura 4. Curvas de la evolucion acumulada de CO, ajustada a una ecuacién de
primer orden

Otros estudios realizados en evoluciones de CO, acumulado después de la
adicion de residuos (TRINSOUTROT et al., 2000; THURIES et al., 2001; GARNIER et
al., 2003) muestran incrementos en la evolucion de CO; en los primeros 20 a 30 dias
desde la adicion, la cual posteriormente se estabiliza, lo cual es similar a lo observado
en este estudio, sin embargo, no describen una funcién para determinar la evolucién de
CO,. Por su parte, los estudios (MANNIPIERI et al., 2003; NOURBAKHSH y SHEIKH-
HOSSEINI, 2006) ajustan la evolucion de CO, una ecuacion de primer orden, lo cual
fue similar al ajuste realizado en este estudio. En el estudio de NOURBAKHSH y
SHEIKH-HOSSEINI (2006) se sefiala que la tasa de descomposicion del C nativo del

suelo en la presencia de material organico (efecto “primming”) se puede asumir como
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la misma para cualquier material organico adicionado y que este supuesto ha sido
utilizado anteriormente por otros investigadores (Ajwa y Tabatabai, 1994; Trinsoutrot et
al., 2000, citados por NOURBAKHSH y SHEIKH-HOSSEINI, 2006). De esta forma, el
supuesto de que los microorganismos del suelo que realizaron la descomposicion del
material organico adicionado son los mismos que los que realizaron la degradacién del
C nativo (suelo) parece ser ratificada por que el valor de la tasa constante es similar en

los cuatro tratamientos utilizados en nuestro estudio.

Los valores de maximos del C potencialmente mineralizable (evaluado como
CO, acumulado) se relacionaron inversamente a la razén C:N de cada residuo y del
suelo control (Cuadro 12). La mayor descomposicién relacionada al contenido relativo
de N ingresado en cada residuo ha sido correlacionada y determinada anteriormente
por otros autores. Asi, VERBERNE et al. (1990), KUMAR y GOH (2000) y THURIES et
al. (2001), han mostrado correlacibn negativa entre la razén C:N con la
descomposicion total del C ingresado. Lo mismo ha sido mostrado por NOURBAKHSH
y SHEIKH-HOSSEINI (2006) utilizando residuos de alfalfa, trigo y maiz con razones
C:N que variaron entre 12.7 a 43.4. Los resultados de este estudio extiende estas
correlaciones a valores entre 38.9 a 77.1 (Anexo 7) y ratifican lo sefialado por diversos

autores.

4.3.3 Nitrégeno mineral (NO3 + NH,") como parametro de actividad biolégica. Al
adicionar residuos al suelo, dependiendo de su relaciéon C:N y su degradaciéon se
espera que se produzca mineralizacibn o inmovilizacion neta. De esta forma, la
aparicion o desaparicion del N mineral (N-NO3; y N-NH,) da un indice de que proceso
se estd produciendo y la necesidad de N adicional para favorecer la tasa de
descomposicion de los componentes estructurales de los residuos. Asi, podemos
evaluar la condicién de requerimientos de nitrégeno para la actividad microbiana
(MANNIPIERI et al., 2003; SIX et al., 2006).

Se muestra en un grafico de barras, el contenido inicial de N ajustado a cero y
la mineralizacién del N con valores positivos, y la inmovilizacibn de N con valores
negativos (Figura 5) referidos al contenido de N mineral inicial. Las barras muestran un

promedio de cinco repeticiones y su correspondiente desviacién estandar.
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Se determinaron comportamientos diferentes de acuerdo a los tratamientos
realizados. El tratamiento de adicion de paja de trigo (control SPT) al suelo y
tratamiento de adicion al suelo mas paja de trigo pasteurizada bioaumentada (SPTPB),
tuvieron comportamientos similares. Ambos produjeron inmovilizacion neta del N
mineral del suelo a través del tiempo, situacion que no fue revertida hasta el dia 31 de
medicion. En todos los tiempos de medicion la inmovilizacion producida por el
tratamiento; control de paja de trigo sin tratar, produjo una inmovilizacién no
estadisticamente diferente del tratamiento de paja de trigo pasteurizada bioaumentada
(SPTPB). Por su parte, el tratamiento con la paja cocida bioaumentada (SPTCB), no
mostré una inmovilizacidn neta, sino mas bien una tendencia a la mineralizacién neta

del N a través de todo el periodo de medicion.

Todos los tratamientos SPT, SPTPB y SPTCB presentaron un aumento en la
mineralizacion neta de N del suelo en el dia 3, valores que no son estadisticamente
diferentes con el valor inicial medido al tiempo cero. Este efecto inicial en la
mineralizacién no tiene una clara explicacion. Especulativamente, se deberia a que
inicialmente se produciria liberacion del N mas labil de los residuos, mientras la
biomasa especializada en la degradacion de componentes mas resistentes de los
residuos alcanza un tamafo poblacional adecuado para la degradacion de ellos. De
esta forma, cuando se ingresan residuos con contenidos mas labiles en los residuos,
se ha descrito una mineralizacion desde el momento inicial, pero que se mantiene en
forma continua a través del tiempo (TRINSOUTROT et al. ,2000). Estos autores han
descrito que al ingresar residuos de parte aérea de alfalfa con relaciones C:N menores
a 25, se produce mineralizacién neta desde el inicio del proceso degradativo. Sin
embargo, en este estudio, las relaciones C:N de los residuos analizados (SPT de 77,
SPTCB de 54 y SPTPB de 38), solo lo producirian en una etapa inicial debido a sus
contenidos iniciales de C labil en el residuo presente y que estaria representado por
sus contenidos de extraibles totales (promedio de 14.2). Esta etapa seria producida
probablemente por un incremento en la biomasa microbial del suelo no especializada,
la cual se veria incrementada por la disponibilidad de carbohidratos de facil utilizacion

para los microorganismos del suelo.
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FIGURA 5. Mineralizacion e inmovilizacién de N del suelo, incorporado de paja

de trigo parcialmente biodegradada y bioaumentada

Para los tratamientos SPT y SPPB, después del periodo inicial, se produce una
reduccion del N mineral (inmovilizacion), estadisticamente similar hasta el dia 11 de
evaluacion. Esto implico una inmovilizacion de mas del 40% del N existente en el suelo
en el tratamiento SPT, y de 30% para SPTPB. Luego ambos tratamientos comienzan
una mineralizacibn de N, que hace disminuir la inmovilizacion maxima, pero sin
alcanzar el contenido inicial de N (dia uno) al término de los 31 dias de estudio. Estos
valores de inmovilizaciéon de N, son semejantes a los mostrados por GARNIER et al.
(2003) en un estudio con una adicién similar en cantidad de paja de trigo (8000 kg ha’),
incorporada a suelos loess (norte de Francia) Estos mostraron inmovilizaciones que
llegan a un maximo de 64% del N del suelo.

Los resultados del tratamiento del suelo adicionado con paja de trigo cocida
bioaumentada (SPTCB), mostraron que no hubo diferencia estadistica de los valores

de N mineral a través del tiempo, con respecto al valor inicial. Ello sugiere que no
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existid una mineralizacidon o inmovilizacion neta. Sin embargo, los valores de emision
de CO, mostraron una degradacion del residuo. En este caso la relacién C:N de 54.4
sugeria una potencial inmovilizacion de N, pero al no producirse implicaria que el N del
residuo, aunque escaso, seria muy disponible para compensar las necesidades
microbiales de degradacion de la paja, a la tasa en que se produjo. Esto implicaria
que, la tasa de degradacion del residuo (evaluada como respiracion, emision de COy)
que fue mayor que la de la paja sin tratamiento (SPT) es compensada con la liberacién
de N desde el propio residuo. De esta forma, no estaria inmovilizando N desde el
suelo y apareceria un leve incremento no significativo en el tiempo en el N

mineralizado.
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Figura 6. Relacién entre el N mineral y la respiracion del suelo

La falta de relacion entre el CO, respirado desde un suelo y la presencia de N
mineral en estudios similares a este (TRINSOUTROT et al., 2000; LUXHQI et al., 2006)
no es frecuente. Ello se ratific6 en este estudio graficando la respiracion del suelo en
funcion del N mineral presente (ver Figura 6). Lo que mostr6 que no existi6 una

correlacion significativa para ninguno de los tres tratamientos.
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4.3.4 Determinaciéon del Carbono soluble como parametro de actividad
bioldégica. El aumento de carbono en solucién, puede interpretarse como una mayor
actividad de la biomasa microbial en el suelo, después de un reequilibrio en el suelo y
seguido a la adicion de una fuente de C. Esto es, cuando un residuo presenta poco C
soluble en sus componentes, la biomasa microbial tiende a consumirlo para mantener
su crecimiento, y producir organismos especializados que consuman el C de mas dificil
degradacién. Por otro lado, cuando el residuo presenta un mayor contenido de C de
facil descomposicién, se incrementa el C soluble por acciéon de una mayor actividad
microbial, y también el equilibrio con la fase coloidal del suelo. De esta forma, se
asume que representa el grado de actividad de la biomasa microbial, mostrando
cambios del carbono soluble en la solucibn en funcion del suelo
%(SIX et al., 2006).

La Figura 7 muestra la dinamica del carbono soluble a través del tiempo y en
los distintos tratamientos. Con ajustes de contenido inicial a cero y mostrando el
incremento de C soluble con valores positivos (mayor actividad microbial) vy la
desaparicion del C soluble (uso para respiracion o consumo microbial y menor
actividad microbial) con valores negativos. Las barras muestran un promedio de cinco

repeticiones y su correspondiente desviacion estandar.

La Figura 7 muestra que el control (SPT) presentd el menor incremento de C
soluble, llegando a disminuir sobre el control claramente hacia el final del periodo de
incubacion. Los tratamientos de SPTPB y SPTCB no presentaron disminuciones del C
soluble por sobre el contenido de C soluble inicial. En general el tratamiento SPTPB
mostré menores incrementos en el nivel de C soluble que el tratamiento SPTCB. Los
valores promedios de incrementos de C soluble, llegaron a sus valores mas altos (50 a
80 mg C soluble kg™) en el dia 16 y luego descendieron, mostrando que se esta
degradando compuestos mas resistentes desde el residuo. Los tratamientos SPT y
SPTPB no mostraron diferencias estadisticas en el tiempo con el nivel inicial (Anexo
10), sin embargo, el tratamiento SPTCB presentd diferencias significativas en el valor

inicial de C soluble con respecto al dia 6, 8, 11y 16. Estos resultados son coincidentes

2 Pinochet, D. 2006. Ing. Agr. Mg. Sc., Ph. D. Docente e investigador del Instituto de Ingenieria Agraria y Suelos. Fac. Ciencias Agrarias
de la Universidad Austral de Chile. Comunicacién personal.
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con lo determinado para la mineralizacion del N. Muestran que se incrementaron los
compuestos metabodlicos en la solucion del suelo, que son los Unicos compuestos
solubles. De esta forma ratifican que en el tratamiento SPTCB se descompuso
componentes del tipo mas metabdlico, y justifica la mineralizacion del N del suelo y no

su inmovilizaciobn como ocurre en los otros tratamientos.
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FIGURA 7. Incremento y disminucion del C soluble del suelo después de la

incorporaciéon de paja de trigo parcialmente biodegradada y
bioaumentada

Efectos similares en promedio a los determinados en este estudio han sido
reportados por GELSOMINO et al. (2006) en adiciones de materia organica comercial
peletizada (C:N 13), en suelos francos del sur de Italia. En su experimento mostraron
apariciones de C soluble a partir del valor inicial hasta el dia 8 de incubacién, para
luego disminuir hacia el dia 16, y posteriormente manteniéndose constantes las

concentraciones de C soluble en el suelo. Ello implica que inicialmente se degradan
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compuestos habiles, para que luego los mas resistentes del residuo mantengan su

degradacién en funcién del C soluble en el suelo.

Similarmente a este estudio, GELSOMINO et el. (2006) también presentaron
grandes desviaciones estandares de las mediciones de C soluble. Ello se deberia a la
variabilidad de las mediciones del C soluble. HAYNES (2005) atribuye esta variabilidad
a la extraccion con K,SO,4 0.5M, a efectos del pH de la sal (1 o 2 unidades mas bajas
que la extraccion en agua), a una potencial floculacion del carbono soluble
reabsorbiéndose en los coloides del suelo, y a distorsiones por el secado de las
muestras de suelo, que producen muerte y lisis de la biomasa microbial,
incrementando los resultados del carbono soluble del suelo. A pesar de ello, HAYNES
(2005) ha descrito una buena relacion entre carbono soluble extraido en agua, y la
respiracion del suelo. En este estudio nosotros no encontramos una relacion
significativa entre el carbono soluble extraido con K,SO,40.5M y la respiracion del suelo

(ver Anexo 10).

4.4 Las enzimas deshidrogenasas como indicador de actividad biolégica del
suelo después de la adicion de residuos
Las enzimas juegan un papel principal en la estabilizacion o degradacion de la
materia orgénica del suelo (AGUILERA et al.,, 1988; SAJJAD et al.,, 2002). Las
enzimas deshidrogenasas son producidas por todos los microorganismos, en
reacciones de oxido-reduccion. De esta forma han sido utilizadas como variable de
medicion de la actividad biolégica del suelo (MANNIPIERI et al., 2003)

En la Figura 8 se muestra la actividad enzimatica en los tratamientos suelo-
residuo y en el residuo solo, medidos en dos tiempos (dia 16 y 31) y expresados en
pKat mol de trifenil formazan tetrazolio (TTF), para cada tratamiento. Las barras

muestran un promedio de tres repeticiones con su desviacién estandar.



48

= 7 i
o |
5
. | ===
i el e
5 ] ST
o il
5 % o
2 | s
i 7 % ey ,“*‘*‘*ﬁ
= e el
- ] T e
o e
s PSRt
|:| e e e, . R A A A s
iy E
& 0,50
-EIZI
LL - —_ T T -
E 025 R T BT
e i ey
= EREEaTas Deima
'E.' |:| ll:ll:l ] [ . o T \
=
o 16 31
t [dias)

O 5. paja (contral) B3 5. paja past. bicaumentada @B 5. paja coc. biocaumentada

Figura 8. Cambios en el tiempo de la concentracibn enzimatica

deshidrogenasas A) suelo-residuoy B) residuo

Los valores obtenidos por los tratamientos suelo-residuo fueron mucho mayores
que para el residuo solo y variaron entre 3 a 6 pKat mol TTF para suelo residuo y entre
0.25 a 0.31 pKat mol TTF, para residuo solo. En todos los tratamientos, el leve
incremento de los valores de pKat mol TTF en el suelo-residuo y residuo solo desde el
dia 16 al 31, no fue estadisticamente significativo (Anexo 11). Lo que hace suponer

gue se mantuvo constante en el tiempo.

PRAVEN-KUMAR et al. (2003) sefialan que los valores de actividad de
deshidrogenadas en el suelo-residuo inferiores a 9 pKat mol TTF suelo-residuo g ss,
serian indicativos de residuos con relaciones C:N mayores a 60, y valores entre 9y 14
pKat mol TTF suelo-residuo g * ss, indicativos de residuos con relaciones C:N entre 28

y 60 (Cuadro 5). En este estudio (Cuadro 13) se determin6 que estas relaciones se
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cumplen para la paja de trigo (C:N de 77), sin embargo no fue posible ratificar lo
sefialado por PRAVEN-KUMAR et al. (2003) para la paja de trigo cocida bioaumentada
y la paja de trigo pasteurizada bioaumentada (C:N de 54.4 y 38.9, respectivamente),
las cuales también mostraron actividades de deshidrogenadas inferiores a 9 pKat mol

TTF suelo-residuo g *ss (5.0 y 5.7, respectivamente; Cuadro 13).

La falta de concordancia entre nuestros resultados y los propuestos por
PRAVEN-KUMAR et al. (2003) se puede deber a que ellos no trabajaron con residuos
bioaumentados y solo con residuos no tratados. De esta forma soélo el residuo no
tratado con pretratamiento y crecimiento de hongos posterior, es decir, la paja de trigo
(SPT) cumple con lo estipulado por estos autores. Los resultados de que residuos
pretratados térmicamente y biodegradados con hongos no cumplen con lo estipulado

por PRAVEN-KUMAR et al. (2003) requieren de posterior confirmacion.

Cuadro 13. Concentracion de trifeneil formazan tetrazolio en suelo-residuo y

residuo, y relacion residuo con respecto al total

Tratamiento Tiempo - pKat mql TTFg '
Suelo+Residuo Residuo % R/(S+R)
S. paja (control) 16 5.00 0.2795 5.6
S. paja past. Bioaumentada 16 3.06 0.2845 9.3
S. paja coc. Bioaumentada 16 4.85 0.2548 5.3
S. paja (control) 31 6.05 0.3053 5.0
S. paja past. Bioaumentada 31 5.06 0.3127 6.2
S. paja coc. Bioaumentada 31 5.76 0.3140 5.4

Como se observa en la Figura 8 también se muestra la medicion de enzimas
deshidrogenasas en el residuo solo. Los valores no mostraron diferencias
estadisticamente significativas entre tratamientos. EXxistio una leve alza de la actividad
enzimética en el tiempo, pero no fue significativa. Relacionando la actividad enzimética
de deshidrogenadas de los residuos incubados en suelo con respecto a la actividad
enzimatica de los residuos solos se determind que actividad en los residuos solos
comparado con la actividad enzimatica en las incubaciones suelo-residuo. Esta fue
entre 5y 9% de los valores determinados para suelo-residuo (Cuadro 13). Este

pardmetro resultd variable entre los tratamientos. En el dia 16 de medicion de la
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incubacion existio diferencia entre los tratamientos (Anexo 11), mostrando que el
tratamiento de paja de trigo pasteurizada y bioaumentada (SPTPB) presentd la mayor
actividad con respecto al residuo solo. Sin embargo, esta diferencia no se ratific6 en
el dia 31 de medicion (Cuadro 13).

Estos resultados podrian indicar que la medicion de la actividad enzimética de
deshidrogenadas es sensible al momento en que se mida en la incubacion, ya que la
mayor actividad para SPTPB es concordante con los resultados de una mayor emision
de CO, de este tratamiento. Sin embargo, estos resultados preliminares requieren

posterior ratificacion.
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5 CONCLUSIONES

Los tratamientos térmicos realizados a la paja de trigo, condicionan a ésta para
que se desarrolle una menor o mayor eficiencia biolégica de Pleurotus eryngii, donde la
mayor eficiencia biolégica se logra en la paja de trigo pasteurizada, sustrato en el cual

se logra una mayor biodegradacion.

Las razones C:N de la paja de trigo biodegradadas y no biodegradadas
adicionadas al suelo, condicionan la actividad de la biomasa microbial (respiracion) a
través del tiempo y la biodegradacién total potencial (respiracion acumulada), en una
relacion inversa a la razén C:N del residuo adicionado. Obteniendo diferentes valores
de maximos potenciales de respiracion, pero con igual tasa constante de

biodegradacion.

El suelo adicionado de paja de trigo cocida y bioaumentada, descompuso
compuestos organicos labiles, manifestandose en una leve mineralizaciéon de nitrégeno
e incremento de carbono soluble del suelo. Sucediendo lo contrario para los demas
tratamientos, donde se biodegradaron otros compuestos, produciéndose una
inmovilizacion del nitrdgeno y una mantencion e incremento del carbono soluble del

suelo.

La actividad de la biomasa microbial del suelo, posterior a la adicion de
residuos, no se reflejé en el aumento de la actividad enzimética. Sin embargo, estos

resultados son preliminares y requieren de una posterior ratificacion.
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6 RESUMEN

El mercado mundial de los hongos comestibles cultivados se ha incrementado,
lo cual posibilita a Chile evaluar las condiciones éptimas, amigables y sustentables con
el medio ambiente, para la produccion de una seta tan rentable como Pleurotus eryngii
(Ostra Rey). Produccion que se evalué mediante la eficiencia biol6gica (EB) de setas
de P. eryngii en paja de trigo sometida a dos tipos de tratamientos térmicos; coccion y
pasteurizacién, donde se determinaron los cambios quimicos y la biodegradacion del
sustrato (post-cosecha de setas). Posteriormente se incorporé a un suelo trumao
(Typic Hapludand) y se determiné la actividad biol6gica del suelo, mediante los
siguientes analisis; respiracién del suelo, mineralizacion e inmovilizacién del nitrégeno,
incremento y disminucién del carbono soluble del suelo, cambios en la concentracién

enzimatica deshidrogenasa en el suelo y residuos incorporados.

La mayor EB de P. eryngii se obtuvo en la paja de trigo pasteurizada (42.8%),
versus la sometida a coccion (28%). La biodegradacion produjo cambios sustanciales
en la razén C:N, obteniendo una mayor biodegradacion en la paja de trigo pasteurizada
y cocida (C:N 38.9 y 54.4 respectivamente). Estas razones C:N, condicionaron el suelo
adicionado de estos residuos a una mayor o menor actividad microbial (respiracion),

actividad relacionada en un orden inverso a la razéon C:N del residuo.

Las mediciones de N mineral y C soluble del suelo, manifestaron
comportamientos distintos, posiblemente por la diferente labilidad del C y N del residuo,
determinando una mantencion y una leve mineralizacion del N mineral, e incremento
del C soluble para el suelo adicionado de paja de trigo cocida y bioaumentada. Los
suelos adicionados de paja de trigo sin tratar y paja de trigo pasteurizada y
bioaumentada, manifestaron una inmovilizacion del N mineral y la mantencién e

incremento del C soluble del suelo.
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Por su parte, la actividad enzimatica deshidrogenasa se mantuvo constante en
el tiempo y no corroboro el aumento en la actividad de la biomasa microbial del suelo.

Sin embargo estos valores requieren de una posterior ratificacion.
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SUMMARY

The world market for cultivated edible mushrooms has increased, which makes
it possible for Chile to evaluate the most optimal, friendly and sustainable environmental
conditions for the production of such a profitable mushroom as the Pleurotus eryngii
(Oyster kind). Production was evaluated by means of biological efficiency (BE) of the P.
eryngii mushroom in wheat straw subjected to two types of thermal treatment; cooking
and pasteurization. Chemical changes and biodegradation of the substrate were
determined after harvesting the mushrooms. Subsequently, a trumao soil (Typic
Hapludand) was incorporated and the biological activity of the soil was determined by
means of the following analyses: soil respiration, nitrogen mineralization and
immobilization, increase and decrease of soluble carbon in soil, changes of the

dehydrogenase enzyme concentration of the soil and incorporated residues.

The highest BE of P. eryngii was obtained in pasteurized wheat straw (42.8%),
versus the cooked straw (28%). The biodegradation produced substantial changes in
the C:N ratio, the biodegradation being major in pasteurized than in cooked wheat straw
(C:N 38.9 and 54.4, respectively). The C:N ratios determined a major or minor microbial
activity (respiration) of the supplemented soil of these residues, the activity being

inversely related to the C:N ratio of the residue.

The measuring of mineral N and soluble C of the soil showed different
behaviours, possibly because of the different lability of the C and N of the residue,
determining a conservation and a light mineralization of mineral N, and an increase in
soluble C of the soil supplemented with cooked and bio-enhanced wheat straw.The
soils supplemented with non-treated wheat straw and pasteurized and bio-enhanced
wheat straw, displayed an immobilization of the mineral N and a conservation and

increase in the soluble C of the soil.
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Concerning the dehydrogenase activity, it stayed constant over time and did not
confirm the increase in the microbial biomass activity of the soil. Nevertheless, these

values require a further confirmation.
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Anexo 1. EB detallada en paja de trigo cocida y pasteurizada

Produccién de setas de Pleurotus eryngii

Paja de trigo Cocida 1 h

Paja de trigo Pasteurizada 3 h

Repeticion
Setas frescas (g) Sustrato seco (g) (%) EB | Setas frescas (g) Sustrato seco (g) (%) EB
I 507.9 1629.0 31.2 532.4 1587.0 33.5
Il 472.0 1604.8 29.4 754.5 1636.0 46.1
1] 366.7 1597.8 22.9 521.8 1615.0 32.3
v 430.8 1620.6 26.6 534.3 1607.0 33.2
\Y, 334.5 1596.6 21.0 1132.5 1791.0 63.2
VI 364.6 1596.6 22.8 669.4 1713.6 39.1
Vil 735.0 1677.5 43.8 640.1 1727.6 37.3
VIilI 436.8 1571.6 27.8 666.5 1703.6 38.9
IX 525.6 1669.1 315 1055.1 1749.0 60.3
X 385.8 1596.6 24.2 858.0 1749.6 49.0
Xl 395.5 1586.6 24.9 607.0 1625.6 37.3
Xl 502.7 1650.7 30.5 706.7 1673.6 42.2
Promedio 454.8 1616.4 28.1 723.2 1681.6 42.8
DS 108.1 33.6 6.1 199.2 66.5 10.2




67

Anexo 2. Pruebadet student parala EB en paja de trigo cocida y pasteurizada.

Valor de t entre tratamiento Valor de P entre tratamiento
-4.279 0.000305

Anexo 3. Razdon C:N de la paja de trigo inicial, post-tratamiento térmico y
biodegradacion

Tratamiento C:N
Paja de trigo 771 a
P. pasteurizada 70.7 a
P. cocida 54.1 b
P. pasteurizada bioaumentada 38.9 C
P. cocida bioaumentada 54.4 b

Las diferentes letras entre las columnas indican diferencias significativas Tukey (p< 0.05)

Anexo 4. Constituyentes organicos de la paja de trigo inicial, post-tratamiento
térmico y biodegradacién

Tratamiento Celulosas (%)  Hemicelulosa (%) Lignina (%) Ext. Totales(%)
Paja de trigo 406 b 26.1 ab 18.5 c 149 a
P. pasteurizada 43.0 ab 276 a 202 b 8.4 c
P. cocida 448 a 26.0 ab 208 b 9.3 o
P. pasteurizada bioaumentada 43.6 a 21.8 c 199 b 12.8 b
P. cocida bioaumentada 409 b 23.1 Bc 23.3 a 148 a

Las diferentes letras entre las columnas indican diferencias significativas Tukey (p< 0.05)

ANEXO 5. Respiracion del suelo entre los distintos tratamientos y tiempos
expresada en g CO, m?dia*
Tratamiento Gda Tiempo Promedio

24 1 11.4 b
74 3 11.3 bc
147 6 10.9 cd

S + paja trigo (Control) 195 8 11.7 ab
269 11 12.1 a
381 16 11.0 cd
721 31 10.7 d
24 1 12.5 c
74 3 14.3 b
147 6 15.2 a

S + p.t past. post-cos. bioaumentada 195 8 15.3 a

269 11 15.3 a
381 16 14.9 a
721 31 12.1 c

(continta)
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S + p.t coc. post-cos. bioaumentada

24 1 12.2 c
74 3 13.2 b
147 6 14.0 a
195 8 13.8 ab
269 11 13.6 ab
381 16 13.0 b
721 31 11.2 d

Las diferentes letras entre las columnas indican diferencias significativas Tukey (p< 0.05)

ANEXO 6. Anélisis de los parametros de la ecuacion de primer orden (emision de

CO, acumulada)

Tratamientos

SPT (control) - SPTPB
SPT (control) - SPTCB
SPT (control) - Suelo
SPTPB - SPTCB
SPTPB - Suelo
SPTCB - Suelo

P - Valor
Co k
P <0.001 P > 0.05
P <0.001 P >0.05
P <0.001 P >0.05
P <0.001 P >0.05
P <0.001 P >0.05
P <0.001 P > 0.05

SPT: suelo+ paja de trigo; SPTPB: suelo paja de trigo pasteurizada bioaumentada; SPTPB: suelo paja de trigo cocida bioaumentada;

Co: maxima emision; k: tasa

Anexo 7. Emisiéon de CO, acumulada en

ingresados al suelo

relacion a gramos de Carbono

0,60 -
C:N 38.9
0,50 +
i
© 0,40
o 5 C:N54.4
S
3 030
b CN77.1
N
O 0,20
O ——S. paja de trigo (control)
o
0,10 4 —S. paja past. bioaumentada
0,00 ‘ ‘ ‘ ‘ ——S. paja coc. bicaumentada
0 100 200 300 400 500 600 700 800
0 2 5 7 10 15 30
Gda t(dias)
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Anexo 8. Mineralizacion e inmovilizacion de nitrogeno mineral del suelo
después de laincorporacion de residuos (mg N kg™ ss)

Tratamiento Gda Tiempo Promedio
24 0 0 ab
74 2 13 a
147 5 -17 bc

S + paja trigo (control) 195 7 -34 cd
269 10 -43 d
381 15 -38 d
721 30 -18 c
24 0 0" ab
74 2 15 a
147 5 -3 b

S + p.t past. post-cosecha bioaumentada 195 7 -23
269 10 -29
381 15 -27 c
721 30 -13 bc
24 0 0" a
74 2 4 a
147 5 7 a

S + P.t Coc. post-cosecha bhioaumentada 195 7 2 a
269 10 9 a
381 15 8 a
721 30 3 a

Las diferentes letras entre las columnas indican diferencias significativas Tukey (p< 0.05), * 79.5; ** 70.8; *** 63.4

Anexo 9. Incremento y disminucién de carbono soluble del suelo después de la
incorporacion de residuos (mg C soluble kg™ ss)

Tratamiento Gda Tiempo Promedio

24 1 0 a

74 3 6 a

147 6 27 a

S + paja (control) 195 8 -9 a
269 11 9 a

381 16 18 a

721 31 -42 a

24 1 0" a

74 3 19 a

147 6 29 a

S + p.t past. post-cos. bioaumentada 195 8 40 a
269 11 29 a

381 16 52 a

721 31 35 a

(continta)
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24 1
74 3
147 6
S + p.t coc. post-cos. bioaumentada 195 8
269 11
381 16
721 31

86
33

ab

L

ab

Las diferentes letras entre las columnas indican diferencias significativas Tukey (p< 0.05), * 345; ** 289; *** 249

Anexo 10. Correlacion C soluble del suelo vs respiracion del suelo

500

18 +
R*=0,2132
00 -
4/% R’=03724
A
o 12 4 ©pg_U 2 _
®© A D_——DE—D—D R =0,0236
©
1S
o)
O
= 67 O S. paja (control)
O S. paja past. bioaumentada
A S. paja coc. bioaumentada
O T T T 1
100 200 300 400
mg C-Soluble kg ss™t

Anexo 11. Cuadro de medicion de enzimas deshidrogenasas

Tratamiento Tiempo - pKat mql TTFg*
Suelo+Residuo Residuo % R/(S+R)
S. paja (control) 16 5.00 a 0.2795 a 56 b
S. paja past. bioaumentada 16 3.06 a 0.2845 a 9.3a
S. paja coc. bioaumentada 16 4.85a 0.2548 a 53 b
S. paja (control) 31 6.05a 0.3053 a 5.0a
S. paja past. bioaumentada 31 5.06 a 0.3127 a 6.2a
S. paja coc. bioaumentada 31 5.76 a 0.3140 a 54a

Las diferentes letras entre las columnas indican diferencias significativas Tukey (p< 0.05),
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Anexo 12. Andevade larazén C:N para los diferentes tiempos de medicién

Factor G.L S.C C.M F-valor P-valor
Entre Grupo 4 2145.07 536.26 19.59 0.0001
Dentro Grupo 10 273.7 27.37

Total 14 2418.78

Anexo 13. Andeva del contenido de celulosa para los diferentes tiempos de

medicion.
Factor G.L S.C C.M F-valor P-valor
Entre Grupo 4 26.116 6.529 14.290 0.0061
Dentro Grupo 5 2.285 0.407
Total 9 28.401

Anexo 14. Andeva del contenido de hemicelulosa para los diferentes tiempos
de medicion.

Factor G.L S.C C.M F-valor P-valor
Entre Grupo 4 45.97 11.4925 14.84 0.0032
Dentro Grupo 5 3.05 0.61

Total 9 49.02

Anexo 15. Andeva del contenido de lignina para los diferentes tiempos de

medicion.
Factor G.L S.C C.M F-valor P-valor
Entre Grupo 4 24.146 6.036 50.73 0.0003
Dentro Grupo 5 0.595 0.119
Total 9 24.741

Anexo 16. Andeva del contenido de extraibles totales para los diferentes
tiempos de medicién.

Factor G.L S.C C.M F-valor P-valor
Entre Grupo 4 74.266  18.5665 320.11 0.0000
Dentro Grupo 5 0.290 0.058

Total 9 74.556

Anexo 17. Andeva de la emisién de CO, del suelo con paja de trigo (control)
para los diferentes tiempos de medicion.

Factor G.L S.C C.M F-valor P-valor
Entre Grupo 4 9.548 2.387 102.57 0.0000
Dentro Grupo 10 0.232 0.023

Total 14
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Anexo 18. Andeva de la emisién de CO, del suelo con paja de trigo
pasteurizada y bioaumentada para los diferentes tiempos de
medicion.

Factor G.L S.C C.M F-valor P-valor

Entre Grupo 4 9.548 2.387 102.57 0.0000

Dentro Grupo 10 0.232 0.023

Total 14

Anexo 19. Andeva de la emisién de CO, del suelo con paja de trigo cocida y
bioaumentada para los diferentes tiempos de medicion.

Factor G.L S.C C.M F-valor P-valor

Entre Grupo 4 9.548 2.387 102.57 0.0000

Dentro Grupo 10 0.232 0.023

Total 14

Anexo 20. Andeva de la mineralizacion e inmovilizacién de N mineral del
suelo con paja de trigo (control) para los diferentes tiempos de
medicion

Factor G.L S.C C.M F-valor P-valor

Entre Grupo 6 8124.09 1354.01 34.86 0.0000

Dentro Grupo 28 1087.44 38.83

Total 34 9211.53

Anexo 21. Andeva de la mineralizacion e inmovilizacién de N mineral del
suelo con paja de trigo pasteurizada y bioaumentada para los
diferentes tiempos de medicion.

Factor G.L S.C C.M F-valor P-valor

Entre Grupo 6 4044.30 674.05 17.77 0.0000

Dentro Grupo 28 1062.13 37.93

Total 34 5106.43

Anexo 22. Andeva de la mineralizacion e inmovilizacién de N mineral del
suelo con paja de trigo cocida y bioaumentada para los diferentes
tiempos de medicioén.

Factor G.L S.C C.M F-valor P-valor

Entre Grupo 6 226.46 37.74 2.10 0.085

Dentro Grupo 28 504.35 18.01

Total

34 730.81
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Anexo 23. Andeva del incremento y disminucion del C soluble del suelo con
paja de trigo (control) para los diferentes tiempos de medicion.

Factor G. L S.C C.M F-valor P-valor

Entre Grupo 6 15017.1 2502.86 1.95 0.1070

Dentro Grupo 28 36000.0 1285.71

Total 34 51017.1

Anexo 24. Andeva del incremento y disminucion del C soluble del suelo con
paja de trigo pasteurizada y bioaumentada para los diferentes
tiempos de medicioén.

Factor G.L S.C C.M F-valor P-valor

Entre Grupo 6 7579.29 1263.21 0.96 0.4728

Dentro Grupo 28 37035.0 1322.68

Total 34 44614.3

Anexo 25. Andeva del incremento y disminucion del C soluble del suelo con
paja de trigo cocida y bioaumentada para los diferentes tiempos de
medicion.

Factor G.L S.C C.M F-valor P-valor

Entre Grupo 6 23409.6 3901.61 7.23 0.0001

Dentro Grupo 28 15120.0 540.0

Total 34

Anexo 26. Andeva de cambios en las concentraciones de enzimas
deshidrogenasas suelo- residuo en el tiempo 16.

Factor G.L S.C C.M F-valor P-valor

Entre Grupo 6.96 2 3.48 5.77 0.058

Dentro Grupo 3.62 6 0.60

Total 10.59 8

Anexo 27. Andeva de cambios en las concentraciones de enzimas
deshidrogenasas suelo- residuo en el tiempo 31.

Factor G.L S.C C.M F-valor P-valor

Entre Grupo 1.56 2 0.78 0.81 0.486

Dentro Grupo 5.75 6 0.95

Total 7.32 8

Anexo 28. Andeva de cambios en las concentraciones de enzimas
deshidrogenasas residuo en el tiempo 16.

Factor G.L S.C C.M F-valor P-valor

Entre Grupo 0.0015 2 0.0007 2 0.21

Dentro Grupo 0.0022 6 0.0003

Total

0.0037 8
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Anexo 29. Andeva de cambios en las concentraciones de enzimas
deshidrogenasas residuo en el tiempo 31.

Factor G.L S.C C.M F-valor P-valor

Entre Grupo 0.0001 2 0.00006 0.09 0.91

Dentro Grupo 0.0044 6 0.00074

Total 0.0045 8

Anexo 30. Andeva de cambios en las concentraciones de enzimas
deshidrogenasas % residuo con respecto al total, tiempo 16.

Factor G.L S.C C.M F-valor P-valor

Entre Grupo 35.17 2 17.58 7.6 0.022

Dentro Grupo 13.77 6 2.28

Total 48.95 8

Anexo 31. Andeva de cambios en las concentraciones de enzimas
deshidrogenadas % residuo con respecto al total, tiempo 31.

Factor G.L S.C C.M F-valor P-valor

Entre Grupo 1.79 2 0.89 1.18 0.369

Dentro Grupo 4.54 6 0.75

Total 6.33 8

Anexo 32.

Fotos de colonizacion de la paja de trigo por P. eryngii y sus setas.
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