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Resumen

Se describe en el presente trabajo el estudio de la viabilidad de cultivar comercialmente Pleurotus
ostreatus (Jacq.) P. Kumm., segundo hongo en importancia cultivado en Espaia, utilizando para ello
sustratos selectivos basados en la reutilizacién de sustratos agotados de cultivos previos de P. ostreatus
y Agaricus bisporus (J.E. Lange) Pilat. Para ello, tras la caracterizacién quimica y biolégica de los sus-
tratos, se han evaluado los pardmetros de produccion cualitativos y cuantitativos en un ciclo de culti-
vo de P. ostreatus. Sustratos basados en combinaciones de sustrato agotado de Pleurotus y compost
agotado de Agaricus en proporciones 9:1y 8:2 (p/p) han proporcionado, respectivamente, eficiencias
bioldgicas de 36,0 y 39,7 kg/100 kg sustrato, sin diferencias significativas con el sustrato comercial uti-
lizado como testigo. Las setas producidas con estos sustratos son, no obstante, de menor tamafio y
presentan bajos contenidos en proteina y cenizas. Este tipo de materiales puede, en principio, ser inte-
grado por medio de nuevas formulaciones y metodologias con la doble ventaja del abaratamiento de
los costes de producciéon y la disminucidon del impacto ambiental.

Palabras clave: setas cultivadas, pardmetros de produccién, sustrato selectivo.

Summary

Elaboration of new substrates for cultivating Pleurotus ostreatus (Jacq.) P Kumm. based on degraded
substrates from edible fungi cultivation

We investigate the viability of commercially growing Pleurotus ostreatus (Jacg.) P. Kumm., second
mushroom in importance cultivated in Spain, using the spent mushroom substrate remaining after the
cultivation of P. ostreatus and Agaricus bisporus (J.E. Lange) Pilat. After the chemical and biological
characterisation of the substrates, the qualitative and quantitative production parameters were
evaluated in a P. ostreatus production cycle. Substrates based on combinations of Pleurotus spent
substrate and spent Agaricus compost mixed in proportions of 9:1 and 8:2 (w/w) provided biological
efficiencies of 36.0 and 39.7 kg/100 kg substrate, respectively, which is not significantly different from
the values obtained with the commercial substrate used as control. However, the mushrooms
obtained were smaller and had lower protein and ash contents. In principle, this kind of material
could be incorporated in new formulations and methodologies with the advantage of lowering costs
and diminishing the environmental impact of the wastes produced during mushroom cultivation.

Key words: edible mushrooms cultivation, production parameters, selective substrate
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Introduccion

La produccion comercial de setas del género
Pleurotus constituye en la actualidad, junto
a otras especies de hongos comestibles, una
moderna y singular actividad, un poco a
caballo entre la agronomia y la biotecnolo-
gia, que goza de una notable implantacién
tanto en nuestro pais como en amplias
zonas del resto del mundo.

Las actuales aplicaciones de los sustratos
agotados de champiién y otros hongos cul-
tivados, principalmente como componentes
de enmiendas y sustratos de cultivo, no
parecen suficientes para dar salida al eleva-
do volumen de material generado afo tras
afo, estimado en mas de 500.000 t anuales
en Espafia, que se acumula en los centros de
recogida situados en las zonas productoras
(principalmente en Castilla-La Mancha y La
Rioja) y que constituye un contaminante
medioambiental potencial.

Entre los posibles usos que pueden tener los
sustratos degradados por el cultivo de hon-
gos encontramos referencias, recopiladas
por Rinker (2002), a su empleo en biorreme-
diacién (purificacién de aire, agua, suelos y
sustratos contaminados con plaguicidas),
utilizacién en otros cultivos (flores y hortali-
zas en invernadero, frutas y hortalizas en
campo, y otros), enmienda general de sue-
los, semilleros y paisajismo, alimentacién
animal y acuicultura, control de plagas y
enfermedades y usos diversos (combustible,
vermicultura, otros), considerando también
su reutilizacion en el cultivo de hongos,
como material de cobertura para Agaricus
spp. y como sustrato para el cultivo de otras
especies.

Sobre este uUltimo aspecto existen referen-
cias acerca de la utilizacién de diferentes
sustratos post-cultivo en la produccién de
distintas especies de hongos comestibles,
entre otras, de los géneros Agaricus, Auricu-

laria, Lentinula, Pleurotus y Volvariella
(Pardo, 2008). Segun Till (1963), el compost
agotado de champiién se puede reutilizar
como nuevo sustrato para Agaricus spp. si se
enriquece con harina de semilla de algodén
y harina de soja. Oei (1991) hace referencia a
la utilizaciéon en Taiwan, con buenos rendi-
mientos, de compost agotado de Agaricus
mezclado con residuos de algodoén, fermen-
tado entre 2 y 4 dias y pasteurizado, para la
produccién de Volvariella spp. También cita
el trabajo de Quimio (1988), quién elaboro
un sustrato de Pleurotus spp. adecuado mez-
clando sustrato de Volvariella spp. agotado
con un 20% de salvado de arroz, proporcio-
nando eficiencias bioldgicas entre el 60 y el
100%. Incide en la necesidad de proporcio-
nar al material un tratamiento térmico ade-
cuado. Posteriormente Poppe (2000, 2004)
indicé la posibilidad de producir Volvariella
spp. a partir de sustrato agotado de Agari-
cus spp. combinado con residuos de algo-
don. Chang y Miles (1989) registraron una
eficiencia bioldgica del 80% para compost
agotado de Volvariella spp. desecado y reu-
tilizado en el cultivo de Pleurotus sajor-caju.
Schisler (1988) estudié el comportamiento
de compost agotado de champifidén al que
afadié el suplemento comercial Spawnmate
Il'y turba Bonaparte en nuevos ciclos de A.
bisporus. Royse (1993) evalué el empleo de
sustrato agotado de shiitake, al que afadié
salvado de trigo y mijo en la produccién de
Pleurotus sajor-caju. Mas recientemente, Kil-
patrick et al. (2000) utilizaron formulaciones
para cultivo de Lentinula edodes empleando
compost agotado de Agaricus, suplemen-
tando con diversas proporciones de grano,
harina de trigo y carbonato célcico, mientras
Mamiro y Royse (2008) evaluaron mezclas de
sustrato no compostado con compost agota-
do de champifién en nuevos cultivos de A.
bisporus.

El objetivo del presente trabajo supone el
estudio de la viabilidad de cultivar comer-
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cialmente Pleurotus ostreatus, segundo
hongo en importancia cultivado en Espafia,
utilizando para ello sustratos selectivos
basados en mezclas en diferentes propor-
ciones de sustrato agotado del cultivo de
setas del género Pleurotus y compost agota-
do del cultivo de champifon.

Materiales y métodos

Elaboracién de los sustratos

Los materiales de base empleados en la ela-
boracion de los sustratos, cuyas caracteristi-
cas se presentan en la tabla 1, fueron sustra-
tos degradados por el cultivo de hongos,
concretamente sustrato agotado del cultivo
de Pleurotus ostreatus, obtenido inicialmen-
te a partir de paja de trigo, y compost agota-
do de Agaricus bisporus, obtenido inicial-
mente a partir de paja de trigo y cebada con
estiércol de pollo como principal suplemento
nitrogenado, y en el que estaba incluida la
capa de cobertura basada en suelo mineral.

En cuanto al procedimiento de preparacion,
los materiales estudiados como sustratos de
cultivo fueron seis combinaciones de sustra-
to agotado de Pleurotus spp. al que se afa-
dieron cantidades crecientes de compost
agotado de Agaricus spp. (entre 0y 50%, a
intervalos de 10%). Como suplemento se
empleé sulfato calcico (50 g kg™). Los mate-
riales fueron mezclados y humectados tras
lo cual se sometieron a un tratamiento tér-
mico de pasteurizacion (60-65 °C, 8 h) y pro-
gresivo descenso en 15 h a temperatura de
siembra (25 °C). Como testigo se empled un
sustrato comercial. Finalizados los trata-
mientos, los sustratos, cuyas caracteristicas
se presentan en la tabla 2, fueron inocula-
dos utilizando una dosis de siembra del 3%
(p/p) y empleando micelio comercial Fungi-
sem K-15. Por ultimo se procedié al ensaca-

Tabla 1. Caracterizacion quimica y bioldgica de los materiales de base

Table 1. Chemical and biological properties of base materials

Acaros

Nematodos Tricho-

E.L.N.

C/N Fibra Grasa
bruta
(g kg™,

Materia

Cenizas

Humedad N total

pH
(ag.1:5,

Sustrato

derma

(g kg™,

bruta
(g kg™,

(gkg', (gkg', organica

(g kg™

spp.

s.m.s.)

(g kg™,

s.m.s.)

s.m.s.)

p/v)

s.m.s.)

s.m.s.)

s.m.s.)

6,1 158,3 841,7 80,0 319,0 3,5 481,1 Ausencia Ausencia Ausencia
671,4 111,6 Ausencia Ausencia

11,3

776
496

5,51

8,64

SAP

143,2 Ausencia

3,2

16,9

328,6

CAA

SAP: sustrato agotado de Pleurotus; CAA: compost agotado de Agaricus; E.L.N.: extractivos libres de nitrégeno
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Tabla 2. Caracterizacién quimica y bioldgica de los sustratos elaborados

Table 2. Chemical and biological properties of specific substrates

Acaros

Nematodos Tricho-

E.L.N

C/N Fibra Grasa
bruta
(g kg™,

Materia

Cenizas

pH Humedad N total

(ag.1:5, (g kg™

Sustrato

derma

(g kg™,

bruta
(g kg™,

organica

(g kg™,

(g kg™,

(g kg™,

spp.

s.m.s.)

s.m.s.)

s.m.s.)

p/v)

s.m.s.)

s.m.s.)

s.m.s.)

Ausencia Ausencia
Ausencia Ausencia
Ausencia Ausencia
Ausencia Ausencia
Ausencia Ausencia
Ausencia Ausencia
Ausencia Ausencia

Ausencia

388,1

3,0

294.8
243,0
238,1

69,9

723,4
615,7

611,1

276,6
384,3
388,9
419,9
474,1

6,0
7.1

756
742
740
719
755
725
672

5,88
6,96

7,51

SAP

Ausencia

324,9
3241

3,4

50,3

SAP/CAA 9:1

Ausencia

3,9

49,2

7,2
7.3
7,6
8,6
9,6
SAP: sustrato agotado de Pleurotus; CAA: compost agotado de Agaricus; E.L.N.: extractivos libres de nitrégeno

Todos los sustratos, excepto el comercial, contienen 50 g kg™ de CaSO,

SAP/CAA 8:2

Ausencia

293,0
261,9

237,3 4,2
213,8

209,7
426,2

46,1

580,1

7,85
7,94
8,07
8,15

SAP/CAA 7:3
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Ausencia

2,7
2,5
5,1

40,1

525,9
491,2

SAP/CAA 6:4

Ausencia

225,3
365,7

33,1

508,8
143,0

SAP/CAA 5:5
Comercial

Ausencia

51,8

857,0

do, empleando para ello sacos perforados
transparentes de polietileno, con capacidad
para 6 kg de sustrato, a los que se practica-
ron 4 orificios de 22 mm de didmetro distri-
buidos uniformemente en la superficie
lateral de cada saco.

Metodologia analitica para la
caracterizacion de materiales

Para la caracterizacion de las materias pri-
mas y los sustratos elaborados se llevaron a
cabo las siguientes determinaciones:

a) Humedad: por desecaciéon en estufa a
105 °C (MAPA, 1994).

b) pH: directamente sobre el extracto 1:5,
p/v (Ansorena, 1994).

¢) Nitrégeno total: por el método Kjeldahl
(MAPA, 1994; Tecator, 1987).

d) Cenizas: por calcinacion a 540 °C (MAPA,
1994).

e) Materia organica: por diferencia con
cenizas (Ansorena, 1994).

f) Relacién C/N: a partir del contenido en
materia organica y nitrégeno total.

g) Fibra bruta: por el método Weende
(MSC, 1985a).

h) Grasa bruta: por extracciéon con éter etilico
(MSC, 1985Db).

i) Extractivos libres de nitrégeno (ELN): res-
tando de 100 g de materia seca la suma de
los porcentajes de fibra bruta, grasa bruta,
proteina bruta y cenizas brutas (Gonzélez
etal., 1987).

j) Prospecciéon de acaros (Brady, 1969;
Krantz, 1986).

k) Prospeccién de nematodos (Nombela y
Bello, 1983).

[) Prospeccion de Trichoderma spp. y otros
hongos competidores (Tello et al., 1991).
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Disefio experimental

Se utilizé un disefo de bloques al azar con
seis repeticiones. Los seis bloques, correspon-
dientes a las repeticiones, se colocaron en tres
niveles, a ambos lados de la sala de cultivo. Se
utilizaron un total de 42 sacos, cada uno de
los cuales se llené con 6 kg de sustrato.

Conduccién y seguimiento del ciclo de
cultivo

El desarrollo del ciclo de cultivo tuvo lugar
en un tunel invernadero experimental en
condiciones climaticas controladas y dentro
de los rangos recomendados para la cepa de
micelio comercial objeto de estudio (CIES,
2007). La incubacién de los sustratos se desa-
rrollé entre 24 y 27 °C durante 17 dias, sin
ventilacion exterior ni iluminacion, tras los
cuales se procedié a la induccién de la fruc-
tificacion mediante ventilacién, reduccién
de la temperatura y humedad relativa e ilu-
minacion. La duracion total del ciclo de cul-
tivo fue de 70 dias.

En funcién del nivel de invasién del sustrato
por parte del micelio y las contaminaciones
observadas, se estableci6 un parametro
denominado indice de germinacién, en una
escala entre 0 (invasién nula) y 5 (invasion
completa). La recolecciéon de las setas se rea-
liz6 diariamente en el estado o6ptimo
comercial de desarrollo. El nimero de
“pifias” y de setas cosechadas se determiné
mediante recuento durante todo el ciclo de
cultivo, entendiendo como “pifia” al grupo
de carpoforos que fructifican simultanea-
mente desde el mismo orificio practicado en
el saco de sustrato. Para calcular el rendi-
miento se pesd, con precision de 1g, la can-
tidad de setas producidas diariamente por
cada saco. La estimacion del rendimiento
neto se llevé a cabo pesando los carpéforos
después de cortar la parte no comercializa-
ble del pedicelo, calculandose el porcentaje

de merma resultante de esta operacién. La
eficiencia bioldgica, que expresa la relacion
entre el rendimiento de setas producidas y
la cantidad de sustrato utilizada (materia
seca), se establecié a partir del rendimiento
proporcionado por cada paquete, teniendo
en cuenta la densidad de carga del sustrato
en los sacos y su contenido en humedad. El
peso unitario de las setas (bruto y neto),
expresado en g, se determiné a partir de los
rendimientos obtenidos y del numero de
esporoforos cosechados.

La precocidad se establecié como el tiempo,
en dias, transcurridos desde la operacion de
siembra del sustrato hasta la cosecha de la
primera florada, ponderando la producciéon
relativa diaria de la misma; una florada se
corresponde con cada ciclo de produccién
gque se repite de manera ritmica durante la
cosecha. Del mismo modo se realiz6 una
segunda estimaciéon de la precocidad consi-
derando el total de la cosecha.

Se ha establecido un pardmetro indicador
del grado de fructificacion, definido como
el cociente entre el niUmero de pifas produ-
cidas y el nimero de orificios practicados a
los sacos.

Para la evaluacién de los pardmetros de cali-
dad se utilizaron setas de tamafio y madu-
rez uniforme, seleccionadas el dia de la
maxima cosecha. El color de la superficie de
los carpéforos se midié por reflexion utili-
zando un colorimetro marca Minolta,
modelo CR-300, calibrado previamente con
una placa de calibracién CR-A43 (L*= 96,12,
a*= -0,11, b*= +2,66), e iluminante D65.
Para evaluar las propiedades mecanicas de
las setas, en términos de firmeza (firmness),
se utilizé un analizador TA-XT Plus de Stable
Micro Systems. Para realizar la medida se
cortaron los carp6foros en trozos pequefios
(4 cm?, aproximadamente) y se introdujeron
dentro de la sonda Kramer KS5 de 5 hojas,
disponiéndose en dos capas uniformes conti-
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guas, realizdndose el ensayo a una velocidad
constante de 2 mm s'; de esta forma se obtu-
vo la fuerza de ruptura (Fy), entendiendo por
tal la fuerza maxima, expresada en N, necesa-
ria para provocar la ruptura de los carpéforos.
Para calcular el contenido en materia seca,
expresado en g kg, se midio la pérdida de
peso tras desecacion a 105 °C (MAPA, 1994). El
contenido en proteinas de los carpéforos se
calculé multiplicando el contenido en nitré-
geno total por un factor de conversion de
4,38 (Delmas, 1989). El contenido en nitroge-
no total se determiné mediante el método
Kjeldahl (MAPA, 1994; Tecator, 1987). Para
determinar el contenido en cenizas de los car-
poforos, se procedié a la calcinacion directa
de las muestras a 540 °C (MAPA, 1994).

Analisis estadistico

Para la realizacion del andlisis estadistico se
utilizé el paquete estadistico Statgraphics
Plus v. 4.1 (Statistical Graphics Corp., Prince-
ton, NJ, USA). Se empled la técnica de anali-
sis de varianza para evaluar los datos. Para
el establecimiento de diferencias significati-
vas entre medias se utilizé el test de Tukey-
HSD (p=0,05).

Resultados y discusion

Al comparar los resultados de la caracteriza-
cion de los sustratos de base utilizados (tabla
1), observamos como aspectos destacables
que el sustrato agotado de Pleurotus (SAP)
presenta, respecto al compost agotado de
Agaricus (CAA), menores valores de pH, nitré-
geno total y cenizas, siendo mayores los con-
tenidos en humedad, materia organica y
fibra bruta. Destaca entre estos valores el alto
contenido en cenizas del compost agotado
de champifion (671,4 g kg™), al que contribu-
ye en gran medida la capa de cobertura basa-
da en suelo mineral que lo acompafia.

En cuanto a la caracterizacién de las mezclas
ensayadas (tabla 2) observamos como aspec-
tos destacables que al aumentar la propor-
cion de compost agotado en las mezclas
aumenta el pH, el contenido en nitrégeno
total y cenizas, disminuyendo el contenido
en materia organica y la relacion CN. El tes-
tigo comercial presenta altos valores de pH,
nitrégeno total, materia organica, fibra
bruta y grasa bruta, siendo menor su conte-
nido en humedad y cenizas. Ninguna de las
mezclas utilizadas mostré presencia de aca-
ros, nematodos ni Trichoderma spp.

En la tabla 3 se presentan los resultados
proporcionados por los diferentes sustratos
en cuanto a los parametros de produccién
cuantitativos. El primero de ellos, el indice
de germinacién, muestra las dificultades
observadas para el sustrato basado exclusi-
vamente en sustrato agotado de Pleurotus.
En este caso, se detectd un alto grado de
contaminacién por Gliocladium spp., que
puede asociarse al bajo valor del pH del sus-
trato, y que trajo como consecuencia la difi-
cultad para el desarrollo del micelio y la
ausencia de produccién. El resto de sustra-
tos presenté una germinacién aceptable.
Entre los basados en sustratos degradados
por el cultivo de hongos, las combinaciones
SAP/CAA 9:1y 8:2 han presentado el mejor
comportamiento en cuanto a los parame-
tros de produccion cuantitativos, con un sig-
nificativo adelanto de la cosecha (precoci-
dad de la 1* florada de 23,4 y 21,4 dias,
respectivamente), un buen indice de fructi-
ficacion (1,19 pinas/orificio en ambos casos)
y rendimientos aceptables, con eficiencias
bioldgicas de 36,0 y 39,7 kg 100 kg™' de sus-
trato, menores a las del testigo (46,2 kg 100
kg'), aunque sin diferencias significativas.

Como aspectos destacables en cuanto a los
parametros de produccion cualitativos (tabla 4)
encontramos como los sustratos con bajo
contenido en CAA (SAP/CAA 9:1y 8:2), los
mas productivos, proporcionaron setas de
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menor tamafo; también se observa como
con altos porcentajes de CAA en la formula-
cion se cosechan setas con mayor firmeza
(mayor fuerza de ruptura) asi como con
mayor contenido en cenizas, consecuencia
del alto contenido mineral de los sustratos.
El testigo comercial proporcioné setas de
mayor tamafio (peso unitario) y mayor con-
tenido en proteina, aunque con menor con-
tenido en materia seca y firmeza.

La estructura del material parece el factor
determinante del comportamiento observa-
do. Al aumentar la proporcién de CAA, con
mayor densidad aparente, el sustrato se va
haciendo mas denso y compacto, dificultando
la oxigenacion del micelio. Junto a las combi-
naciones con baja proporciéon de CAA, la utili-
zacion de un compost agotado cuya cobertu-
ra no esté basada en suelo mineral (cobertura
organica basada mayoritariamente en turba)
puede resultar de interés para futuros ensa-
yos, en los que la posibilidad de ajustar el pH
por adiciéon de carbonato célcico a las mez-
clas, limitando la incidencia de hongos com-
petidores seria otro aspecto a considerar.

A la hora de reutilizar los sustratos agotados
en el cultivo de hongos se debe tener en
cuenta, en primer lugar, la necesidad de con-
seguir materiales uniformes con calidad cons-
tante y continuidad en el suministro, obteni-
dos mediante un proceso de elaboracién
estandarizado. En Espafa, la dependencia
casi exclusiva del suministro de paja de cerea-
les como material de base en la elaboracion
de sustratos para cultivo de Pleurotus spp. y
su elevado precio de mercado, constituye un
problema, agudizado en afios de sequia, por
lo que una incorporaciéon de nuevos materia-
les que implique el aprovechamiento de sub-
productos autdctonos puede llegar a suponer
un importante beneficio econémico. De
hecho, teniendo en cuenta el precio de la
paja de cereal (entre 0,045y 0,054 € kg™' para
la campafa 2008/2009), el de los sustratos
post-cultivo de hongos comestibles (en torno

a 0,006 € kg™), y sus respectivos contenidos
en humedad, se puede estimar en un mas de
un 70% la disminucién del coste del material
de base para la produccién de estos sustratos.
En consecuencia, las formulaciones basadas
en compost agotado del champifién y sustra-
to agotado de setas podrian constituir un sus-
trato de bajo coste, selectivo y equilibrado en
nutrientes, para el desarrollo de las setas del
género Pleurotus.
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