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RESUMEN - La perspectiva de utilizacion de hongos basidiomicetos ha sido
investigada en la biodegradacion de polimeros organicos y sintéticos, como
aquellos de los embalajes de alimentos. Por lo tanto, este trabajo tuvo por objetivo
evaluar el crecimiento vegetativo del hongo Pleurotus sajor-caju CCB-019 en un
residuo industrial compuesto de papel cartdn revestido con PET (politereftalato de
etileno) obtenido de la produccion de un embalaje de alimento. El experimento
consistio en la inoculacién del micelio en biomasa triturada, con y sin
calentamiento en horno casero. En seguida fue suplementada con salvado de soja,
bagazo de mandioca y sales minerales con la solucion Socarean en sistema de
fermentacion en estado sélido (FES) e incubado a 25°C por 12 dias. Fue utilizado
un disefio experimental con arreglo factorial fraccionado con cuatro factores
variando en dos niveles. El desarrollo del micelio fue analizado visualmente
utilizando el padrén adaptado de la ASTM G21-90 en escala variando entre
ausencia e intensa colonizacion del sustrato. Los resultados mostraron, por medio
de andlisis de variancia (ANAVA), que el calentamiento fue el factor que mas
contribuyo significativamente, pero retardé el inicio de la formacion de las hifas
en el sustrato. Los demas factores estudiados, los cuales estan relacionados con la
suplementacion nutricional, mostraron menor diferencia entre los niveles
evaluados, presentando elevada produccion de hifas mismo en concentraciones
menores de nutrientes.

1. INTRODUCCION

La realidad del mercado actual de embalajes en la industria de los alimentos, agrega
maltiples funcionalidades que van desde el acondicionamiento hasta la conservacion del
producto final. Este mercado viene presentando una tasa de crecimiento anual al redor de 5%
en Brasil, y una media de 3,5% en el mercado global, indices fortalecidos por la creciente
urbanizacion de la poblacion (Instituto de Embalagens, 2011). La alteracién del estilo de vida
de los grupos sociales ha implicado en las modificaciones en los hébitos alimentares, los
cuales ha fortalecido el surgimiento de los alimentos pre-prontos (Leal, 2010). Esto justifica
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el gran aumento de la cantidad de residuos de embalajes en la totalidad de los residuos sélidos
urbanos producidos.

Entre los residuos sélidos generados estan los embalajes plasticos, de vidrio, metalicas y
celulésicas. ElI PET, que tiene su principal aplicacion en la industria de embalaje (71%)
(Romaéo et al., 2009) por ser un material termoplastico, puede ser reprocesado diversas veces
0 seguir para otro proceso de transformacion. Por lo tanto, una de las maneras para evitar el
exceso de deposicion de los residuos de este material es el reciclaje. Sin embargo, del punto
de vista econdémico, el reciclaje de polimeros no es considerada una actividad con elevado
retorno financiero, principalmente, debido al costo de la recoleccion selectiva, que puede ser
hasta ocho veces mayor que la convencional (Spinacé y Paoli, 2005).

Ya los embalajes de papel y carton presentan una taza de reciclaje de cerca de 66,5%
(IPEA, 2012). Pero, esta categoria es largamente utilizada de manera combinada con otras
materias primas, como los embalajes de carton aséptico que mesclan papel, carton, plastico y
aluminio. La mescla no es reciclada por métodos tradicionales.

Son muchas las dificultades de reciclaje enfrentadas actualmente, por eso los estudios
con microrganismos capaces de degradar polimeros han aumentado cada vez mas. Para Zhang
(2004), la biodegradacion representa uno de los procesos de transformacién de los residuos de
polimeros PET. Silva (2009) registra que en las ultimas décadas, el interés en la utilizacion de
los procesos mediados por enzimas, tuvo elevacion significativa.

Los hongos, también son los organismos responsables por la biodegradacion de los
materiales poliméricos, especialmente en el caso de los polimeros de origen natural, tales
como el almidon y la celulosa (Rosa y Pantano Filho, 2003). Ellos producen enzimas como
lipasas, proteasas, amilasas, celulasas, etc., que hidrolizan los sustratos para obtener
nutrientes. Los hongos basidiomicetos, también conocidos como setas, se destacan por
desempefiar papel fundamental en el ciclo de nutrientes de la naturaleza, principalmente en el
ciclo del carbono, una vez que son excelentes degradadores de la lignina y celulosa.

Por lo tanto, este trabajo tuvo por objetivo evaluar la propagacion del micelio del hongo
Pleurotus sajor-caju CCB 019 en un residuo industrial de la produccién de embalaje
alimenticio con papel carton revestido con PET, para estudios futuros con interese
biotecnoldgico.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Preparacion del In6culo

El presente estudio se realizO en el Laboratorio de Ingenieria Bioquimica de la
Universidad de Blumenau (FURB), del municipio de Blumenau (Santa Catarina). Se utiliz6
un aislado de P. sajor-caju codificado como CCB-019 proveniente de la coleccion de hongos
del Laboratorio de Biotecnologia de la Universidad de la Region de Joinville (Univille),
Joinville (Santa Catarina), el cual fue preservado en refrigeracion a 4°C. El aislado fue
activado en medio agar papa dextrosa (APD) en cajas de Petri, durante siete dias e incubado a
una temperatura de 25 +1°C. Posteriormente fueron extraidas las colonias miceliares en
discos de APD de 0,7 cm de diametro con el hongo CCB-019 para inocular en cajas de Petri y
obtener el inoculo.



2.2. Sustratos Empleados

Para evaluar la colonizacion de P. sajor-caju CCB-019 en sustratos solidos, se
utilizaron residuos de papel carton revestido con PET (Gréfica Baumgarten) de un embalaje
de alimento (20 g) triturado en molino de cuchillos hasta obtener particulas entre 0,5 - 0,7 cm
de didmetro (Figura 1). Los residuos se colocaron en frascos cilindricos de vidrio (0,5 L) con
soluciones minerales de Socarean (Couri y Farias, 1995) modificado (3,0 g.L™* NaNO3, 0,5
g.Lt MgS0s, 0,5 g.L* KCI, 0,01 g.L™ FeSO,.7H,0 y 1,0 g.L ™ K;HPO,). Una porcién de los
residuos triturados fue calentada a 200 °C por 30 minutos antes de poner en los frascos.
También se empleé como material nutricional salvado de soja y bagazo de mandioca (0,2 y
1,0 g). Se vertieron 30 mL de Socarean (100%) en solucion normal (100%) y otra con una
solucion con mitad de la concentracion de sales (solucion 50%). Los sustratos de los
tratamientos (humedad entre 58% y 60% y pH 6,0) se llevaron a esterilizacion en autoclave
durante 15 minutos a 121°C.

Figura 1 - Residuo de un embalaje de alimento hecho de papel cartén con PET (A) y después
del calentamiento.

2.3. Colonizacion sobre Sustrato

A partir de los cultivos puros se tom6 1/6 de la colonia del aislado CCB-019, para
inocular a cada uno de los distintos sustratos que se incubaron a temperatura de 25 £1°C en
oscuridad durante 12 dias. Al cabo de dicho tiempo se realiz6 el conteo de la colonizacion del
hongo, visualmente, segin el método ASTM G21-90 utilizando la escala abajo (Figura 2).
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Figura 2 - Padrones de colonizacion de P. sajor-caju CCB-019 cultivado en residuo de papel
carton con PET.



2.4. Disefno Estadistico

Se aplico un disefio experimental en arreglo factorial fraccionado con cuatro factores y
dos niveles (Tabla 1). Los datos obtenidos fueron sometidos a un andlisis de varianza y
prueba de Tukey, utilizando el software Statistic version 7.0 y con o = 0,05.

Tabla 1 - Disefio, rango experimental y niveles de las variables independientes usados en el
disefio factorial 22 para maximizar el propagacion de micelio de P. sajor-caju CCB-019 en
residuo de un embalaje alimenticio

Tratamientos Salvado Bagazo de Socarean Calentamiento

de soja (g) mandioca () (%) (200 °C)
1 1,0/ (+1) 1,0/ (+1) 100/ (+1) Sin / (+1)
2 1,0/ (+1) 1,0/ (+1) 50/ (-1) No/(-1)
3 1,0/ (+1) 0,2/(-1) 100/ (+1) No/(-1)
4 1,0/ (+1) 0,2/(-1) 50/ (-1) Sin / (+1)
5 0,2/(-1) 1,0/ (+1) 100/ (+1) No/ (-1)
6 0,2/(-1) 1,0/ (+1) 50/ (-1) Sin / (+1)
7 0,2/(-1) 0,2/(-1) 100/ (+1) Sin / (+1)
8 0,2/(-1) 0,2/(-1) 50/ (-1) No/(-1)

3. RESULTADOS Y DISCUSION

La primera evidencia de colonizacion se observo 5 dias después de la inoculacion, y la
colonizacion total el dia 12 en todas las unidades experimentales de los ocho tratamientos. El
residuo de embalaje tiene 90% de carton y 10% PET. La composicion del cartén es 90%
celulosa, 5-10% hemicelulosa y 0,5% lignina. Especies como el hongo Pleurotus degradan y
utilizan la lignina, la hemicelulosa y la celulosa. Para alimentarse secretan enzimas sobre el
sustrato donde se encuentran, lo degradan en sustancias simples como fuente de carbono y
absorben los nutrientes necesarios para su desarrollo (Rios et al.,2010).

Los macro hongos requieren mayor presencia de carbono que de nitrégeno para generar
un ambiente favorable de crecimiento y desarrollo. Pero, para el crecimiento vegetativo
(micelial) adecuado en sustrato lignocelulosico, hongos como Pleurotus requieren fuentes de
nitrégeno para formar componentes celulares como proteinas y acidos nucleicos (Lopez-
Rodriguez et al., 2008). El salvado de soja es rico en nitrogeno organico, y diferentes especies
de Pleurotus producen las proteasas (Inacio et al., 2014) que son enzimas que catalizan la
hidrolisis de enlaces peptidicos (Ledezma et al., 2013), como los existentes en la soja.
Ademas, la soja contiene micronutrientes que los hongos necesitan para su metabolismo.



El crecimiento fue evaluado segun el patron de colonizacion propuesto en escala
ascendente de 1 a 5, con una desviacion estandar de menos de 0,5 en todos los triplicados, lo
gue nos muestra la coherencia en los datos obtenidos.

En la Figura 3A se presentan los efectos estandarizados para evaluar la significancia
estadistica de los factores y la interaccion de ellos sobre el crecimiento del micelio. Hubo
influencia positiva del salvado, mientras el factor fisico (calentamiento) influyo
negativamente sobre el crecimiento (Figura 3A). El calentamiento del residuo del embalaje
tuvo incidencia significativa, resultando en una colonizacion moderada de los sustratos, en
relacién a los demas tratamientos no calentados (Figura 3B).
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Figura 3 — Diagrama de Pareto (A) y grafico de promedios de la colonizacién de P. sajor-caju
CCB-019.

No se presentaron diferencias significativas de las variables bagazo de mandioca y
concentracion de minerales de la solucion Socarean en la colonizacién de los sustratos de los
ocho tratamientos (Figura 3A), lo que indica condiciones apropiadas para la propagacion del
hongo independiente de la concentracion utilizada.

Otros factores que pueden influir sobre la colonizacion y velocidad de crecimiento del
micelio son el tamafio de particula del sustrato, el pH, la humedad del sustrato y la capacidad
de retencion de agua. El pH del medio afecta el metabolismo el hongo porque incide sobre el
caracter ionico del medio e influye sobre las proteinas de la membrana y sobre la actividad de
las enzimas ligadas a la pared celular. Por lo tanto, el crecimiento se vera afectado si el pH del
sustrato no es adecuado, aunque las condiciones de nutrientes sean favorables (Sanchez y
Royse, 2001).

Los valores de pH el dia 12 del cultivo presentaron datos similares con el primer dia de
inoculacion. En Vieira et al., (2008), se mostro una autorregulacion del pH por macro hongos
cultivados en diferentes medios por 25 dias.

El contenido de humedad también no tuvo cambios. Por lo tanto, el valor proximo de
60% se mostro adecuado, sin afectar la disponibilidad de nutrientes y de oxigeno, ya que hubo
colonizacion en todos los tratamientos.
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4. CONCLUSIONES

Con base en la tasa de crecimiento de micelio de la cepa CCB-019 en los diferentes
tratamientos evaluados, el sustrato sin calentamiento del residuo de embalaje, fue el medio
que mas favorecio el desarrollo del hongo.

La cepa CCB-019 demostr6 su adaptabilidad a medios constituidos por subproductos
agroindustriales del procesamiento de soja y mandioca con bajo contenido de nitrégeno y con
bajo niveles de minerales.

Los indicadores de colonizacion muestran que P. sajor-caju CCB-019 creci6 con los
mismos patrones de ramificacion de las hifas en todos los tratamientos, indicando que el
medio con residuos de embalaje puede ser empleado como fuente de carbono organico con
indices favorables de produccion de micelio.
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