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RESUMEN

El orujo de uva de Vitis labrusca var. Isabella es un sub-producto que se genera de la
elaboracion artesanal del “vino de la Costa”, cuya deposicion en el sitio sin tratamiento
previo puede ocasionar dafios al ambiente. El vermicompostaje es el proceso mas
empleado para la obtencibn de abonos organicos a partir de sub-productos
agroindustriales, como el orujo de uva. Las sustancias fendlicas y pH acido presentes
en el orujo de uva producen un efecto antagonico sobre lombrices y microorganismos,
requiriendo este subproducto un pre-tratamiento previo al vermicompostaje. El objetivo
de este estudio fue evaluar el efecto del pre-tratamiento del orujo de V. labrusca var.
isabella mediante fermentacion en estado sdlido (FES) con hongos saproétrofos sobre
la calidad del vermicompostaje, respecto al pre-tratamiento de compostaje tradicional.
Primero se determind la permanencia de individuos adultos de Eisenia foetida
(lombriz) sobre el orujo de uva esterilizado (autoclavado a 121 °C a 1,5 atm durante 30
min; humedad ajustada al 70 %) e inoculado individualmente con 6 hongos saprotrofos
durante 30 dias a 28 °C. Posteriormente, los pre-tratamientos de compostaje (PTC) y
orujo tratado con Ulocladium botrytis LPSC 813 (PTU) fueron vermicompostados
durante 90 dias para evaluar la calidad del proceso. Con el primer ensayo, se reportod
un porcentaje de permanencia de lombrices del 100 % sobre el orujo pre-tratado con
Coriolopsis rigida LPSC 232 y U. botrytis, siendo seleccionado éste ultimo para el
segundo experimento. En el vermicompostaje se observé que el PTU redujo 30 dias el
tiempo de fase activa y presenté un mayor indice de germinacion de semillas de
lechuga respecto al PTC (44,0 y 25,2 %, respectivamente) a los 60 dias. Los
resultados obtenidos sugieren que el orujo pre-tratado con U. botrytis constituye una
estrategia prometedora de revalorizacién del orujo de V. labrusca para su empleo

como materia de partida para vermicompostaje.



1- INTRODUCCION

1.1- El Vino de la Costa y la problematica de sus residuos sélidos

En Berisso (Partido de La Plata; Fig. 1-a), surgio la actividad agroindustrial vitivinicola
a fines del siglo XIX a partir de una corriente migratoria de italianos, portugueses y
espafoles, entre otros (Otero, 2013). Ellos se instalaron en las tierras del monte
costero donde implantaron la vid americana o lIsabella (Vitis labrusca L.) bajo el
sistema de parral (Fig. 1-b). Los vifiedos de Isabella se adaptaron rapidamente a las
condiciones locales, obteniéndose como resultado un vino diferente, de caracter
regional, con aroma frutado y sabor caracteristico (Velarde et al., 2008). En la
actualidad, la superficie total de cultivo es de alrededor de 25 hectareas a cargo de
pequefios productores familiares nucleados que conforman “La Cooperativa de la
Costa” (Fig. 1-c); los cuales han reportado una producciéon de 350 hectolitros de vino
en el 2011 (Otero, 2013).
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Fig. 1 - Vino de la Costa: a) Area de produccion de la vid V. labrusca var. isabella
en Buenos Aires (Argentina); b) Cultivo de V. labrusca bajo sistema de parral y
c) Instalaciones de la Cooperativa de la Costa de Berisso.



Durante la elaboracion del vino regional se origina una gran cantidad de subproductos
soélidos de naturaleza lignoceluldsica (Fig. 2-a), denominados comunmente orujos de
uva (hollejo, semillas y restos de pulpa), lo cual constituye aproximadamente un 15-20
% del total del material prensado (Martinez-Cordeiro et al., 2013). Este subproducto es
apilado y almacenado en el sitio (Fig. 2-b) generando un reservorio potencial de
patégenos y vectores de impacto sanitario y ambiental, sin existir una tecnologia

adecuada para su aprovechamiento.

Fig. 2 - EI orujo de uva: a) Obtencién del subproducto sélido después del
prensado de la uva y b) sitio destino del orujo de uva y otros subproductos

lignocelulésicos.

El orujo de uva de V. labrusca es un material organico rico en nutrientes claves, como
N y K, para el crecimiento y desarrollo de plantas (Troncozo, 2019). Entre sus
principales usos, su empleo como abono organico constituye una alternativa
prometedora, lo que podria reducir el empleo de fertilizantes quimicos y promover un
uso sustentable y econdmico de los recursos de la Cooperativa de la Costa. Sin
embargo previo a su aplicacion sobre el suelo es indispensable transformar y
estabilizar este subproducto; la acidez del residuo y la liberacion de polifenoles
caracteristicos de la uva podrian provocar efectos nocivos sobre los microorganismos
y/o las plantas restringiendo su uso como abono en los campos de cultivo (Bustamante
et al.,, 2008, 2009; Saparrat et al., 2009). Desde el punto de vista nutricional, los
polifenoles interfieren en la absorcion del nitrégeno, no dejandolo disponible para el
uso por parte de la planta (Bustamante et al., 2008; Saparrat et al., 2008); en el
aspecto antibacteriano, los polifenoles actian como un compuesto inhibidor de su
crecimiento, tanto desde el hollejo y pulpa como desde las semillas, a la vez que el pH
condiciona la microbiota que pudiera proliferar; y finalmente, este conjunto de factores

interfiere con las plantas, condicionando su crecimiento e incluso inhibiendo la
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germinacion (Tiquia et al., 1996). Todas estas situaciones le confieren al sustrato

caracteristicas que lo limitan para ser aplicados en el suelo sin un tratamiento previo.

1.2- Estrategias de tratamiento biolégico

Una de las alternativas para el tratamiento de residuos lignocelulosicos es el
vermicompostaje (Bhat et al., 2017). Este proceso consiste en la bioxidacion,
degradaciéon y estabilizacion de los sustratos organicos en dos etapas, una etapa
inicial o activa mediante la accion de las lombrices que acondicionan y fragmentan el
sustrato incrementando el area expuesta a los microorganismos y una etapa de
maduracién donde los microorganismos transforman los compuestos complejos y asi
aceleran la estabilizacion de la materia organica (Nogales et al., 2005; Martinez-
Cordeiro et al., 2013; Dominguez et al., 2017; Fig. 3). Entre las especies vérmicas,
Eisenia foetida se destaca por su habito de consumo epigeo que le permite habitar el
compostaje, la alta tasa de multiplicacion y su gran voracidad, caracteristicas que la
convierten en la especie mas difundida para la produccién de “humus de lombriz”
(Pellegrini et al., 2014).

Materia Organica

Excremento

Vermicompaost

Materia Organica

Fase activa Fase de Maduracion

Fig. 3 - El proceso de vermicompostaje incluye dos fases diferentes en relacion a
la actividad de las lombrices: (1) una fase activa durante la cual las lombrices
ingieren y procesan la materia organica, mediante procesos intestinales (GAP,
por la sigla en inglés) modifican su estado fisico-quimico y la composicion
microbiana; y (2) una fase de maduracién, durante la cual los microorganismos
son los encargados de la descomposicion del sustrato transformado por las
lombrices mediante procesos asociados al excremento (CAP, por la sigla en

inglés).



En las poblaciones de lombrices, los individuos no se diferencian en macho y hembra
ya que la regla es el hermafroditismo (Toccalino et al., 2004). Todas las lombrices
adultas producen tanto 6vulos como espermatozoides, y se aparean con otras
lombrices por medio de fecundacién cruzada, a partir de una region glandular
engrosada llamada clitelio. Esta porcion del cuerpo de la lombriz segrega tanto las
células sexuales como mucus para copulacién. A partir de este apareamiento las
lombrices liberan cocones, que son capsulas de entre 3 y 4 mm de diametro, que
luego de 25 a 30 dias de incubacion, eclosionan liberando de 3 a 10 lombrices
juveniles cada uno. Estas lombrices entraran en actividad sexual 40 a 60 dias mas

tarde, cuando se convierten en adultos e inician nuevamente el ciclo (Fig. 4).

25-30 dias de
incubacion

FORMACION DE P
- CAPULLOS ECLOSION DE

LOMBRICES ™.

PERIODO DE Q
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Fig. 4 - Ciclo de vida de la lombriz (Adaptado de Pellegrini et al., 2014).

Un sustrato pre-tratado y estabilizado para la siembra de las lombrices que participen
en el proceso de vermicompostaje debe cumplir con ciertas caracteristicas para su

aceptacion por parte de las lombrices. Entre las caracteristicas, Pellegrini et al. (2014)
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reportaron que el pH del sustrato debe estar entre 7,5 y 8; salinidad menor a 4 dS/m;
contenido de humedad superior al 80%; y temperatura que se mantenga constante
entre 18 y 25°C.

Aunque estudios previos reportan el uso del vermicompostaje con residuos de V.
vinifera para la obtencion de abono para plantas (Gémez-Brandon et al., 2011;
Martinez-Cordeiro et al., 2013; Dominguez et al., 2014), no hay datos disponibles
utilizando el orujo de V. labrusca. La acidez (pH 3,5) de este residuo solido puede ser
un factor limitante para la actividad de lombrices y de los microorganismos durante el
proceso (Bhat et al., 2017). Asimismo, las semillas de uva son ricas en polifenoles,
tanto solubles como insolubles (lignina), que no son asimilables por las lombrices y su
transformacion depende de los microorganismos capaces de colonizar el residuo
(Martinez-Cordeiro et al., 2013). Todos estos aspectos limitantes conllevan a plantear
la necesidad de indagar el proceso para la conversion del residuo de V. labrusca a una

enmienda organica.

Entre las alternativas, una variante podria ser la incorporacién de un pre-tratamiento
del residuo con hongos saprotrofos especificos bajo condiciones de fermentacion en
estado sodlido (FES), que podria generar un sustrato susceptible de ser
vermicompostado. La FES es un proceso de transformacién aerdbica que involucra un
soporte solido humedo, en ausencia de agua libre y los microorganismos responsables
del proceso (Holker et al., 2004).

Estos sistemas de cultivo son factibles de obtener; evitando contaminaciones
bacterianas y de levaduras por su baja actividad agua; y por su oxigenacién en
respuesta a su gran porosidad y aireacion (Doelle et al., 1992). Una gran variedad de
materiales pueden emplearse como soporte, que pueden ser sintéticos o naturales
(Nigam & Singh, 1994). Actualmente, los soportes naturales son los mas empleados
debido a que son sitio de anclaje y fuente de carbono y energia para los
microorganismos (Pandey, 1992). Los sustratos mas buscados para la aplicacion de la
FES son los residuos generados en las actividades agricolas, forestales y
agroindustriales, debido a su gran disponibilidad (grandes volumenes de material),
bajo costo e impacto negativo sobre el ambiente, entre otros (Sanchez, 2009; Sadh et
al., 2018). En lineas generales, podria verse a la FES como una tecnologia potencial
para la obtencion de productos microbiolégicos que den provecho a partir de residuos
agro-industriales, que anteriormente parecian carecer de utilidad (Nogales et al., 2005;
Chavez Gonzalez et al., 2009). El 80% de los microorganismos utilizados en la FES
corresponde a los hongos (Pandey, 1992). Los hongos filamentosos tienen un cuerpo

9



vegetativo representado por hifas, que se ramifican y se organizan formando el
micelio. El crecimiento del micelio facilita la penetracion, la liberacién de enzimas
extracelulares y la adquisicion de nutrientes disponibles en los sustratos solidos,
caracteristica que determina su mayor habilidad para colonizar y transformar los

mismos comparado a las levaduras (Soccol et al., 2017; Fig. 5).

sy
NS VN Gl Gl VN 9]

Fig. 5 - Crecimiento del micelio sobre un sustrato sélido (Adaptado de Rahardjo
et al., 2006).

Los hongos creciendo sobre sustratos soélidos pueden distinguirse en diferentes grupos
ecofisioldgicos, en funcion del modo de nutricion y habitat (Dix & Webster, 1995). De
acuerdo con esta clasificacion podemos distinguir a los hongos saprotrofos que son los
principales encargados del reciclaje de la materia organica en los ecosistemas
terrestres (Lindahl et al, 1999). Entre estos hongos, los ligninoliticos son
prometedores en el acondicionamiento de residuos lignoceluldsicos, debido a su
habilidad para despolimerizar lignina y detoxificar un amplio espectro de compuestos
organicos a través de la inespecificidad de sus sistemas enzimaticos (Jurado et al.,
2011). Datos previos sobre el tratamiento del orujo del vino de la Costa con hongos
saprotrofos seleccionados bajo condiciones controladas de laboratorio han revelado su
capacidad para modificar las caracteristicas fisico-quimicas del residuo y reducir su
fitotoxicidad (Saparrat et al., 2009; Troncozo, 2019). Sin embargo, no se conoce Ssi
esta estrategia de tratamiento bajo condiciones de FES logra obtener un sustrato
palatable para las lombrices y a su vez, también si tal combinacion de procesos es

compatible con la obtencién de un producto con valor agregado.
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2- OBJETIVOS

2.1- Objetivo general

Evaluar el efecto de una secuencia de tratamientos sobre el orujo de uva incluyendo la
transformacion con hongos saprotrofos y el vermicompostaje para la elaboracion de un

abono organico.

2.2- Objetivos especificos:

1. Evaluar utilizando lombrices de E. foetida la palatabilidad del orujo de uva

transformado con hongos saprotrofos seleccionados.

2. Caracterizar el proceso de vermicompostaje empleando el orujo tratado con un
hongo saproétrofo seleccionado en un sistema bajo condiciones de invernaculo y su

comparacion con un sustrato equivalente expuesto a compostaje.

3- MATERIALES Y METODOS

3.1- Material de partida

El orujo de uva utilizado pertenece a la variedad Isabella (Vitis labrusca L.) colectada
en la “Cooperativa de La Costa” (ubicada en Bagliardi y Tres de Abril, Berisso; latitud
34°53'22.70”S; longitud 57°49'21.11”0). Se obtuvieron muestras representativas
durante el periodo de maxima produccion (marzo y abril de 2017), que fueron
recolectadas, a partir de la prensa de obtencion del vino y de los depdsitos de los
residuos de la Cooperativa (Fig. 6), en 3 bateas (unificada como una mezcla
compuesta) y trasladadas hasta el laboratorio bajo refrigeracion para minimizar el
desarrollo microbiano. Inmediatamente en el laboratorio, el material fue secado (estufa
a 60 °C hasta peso constante) y alicuotado en bolsas de papel debidamente

identificadas para finalmente ser almacenados en recipientes debidamente aislados.
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Fig. 6 - Recoleccion del material en la Cooperativa de la Costa desde los

depositos de residuos no tratados.

3.2- Organismos

3.2.1- Hongos

Para estos estudios fueron empleados aislamientos flngicos previamente
caracterizados por el grupo de trabajo que presentan la habilidad para crecer sobre un
amplio espectro de sustratos organicos: Coriolopsis rigida LPSC # 232, Gloeophyllum
sepiarium LPSC # 735, Peniophora albobadia LPSC # 285, Pycnoporus sanguineus
LPSC # 163, Trichoderma harzianum FALH # 18 y Ulocladium botrytis LPSC # 813, los
cuales fueron mantenidos a 4 °C en estrias en medio agar-extracto de malta (2 %)
(Saparrat et al., 2002, 2004, 2008).

3.2.2- Lombrices

Se utilizaron lombrices epigeas de la especie E. foetida, suministradas por la Division
Zoologia Invertebrados, Museo de La Plata, Facultad de Ciencias Naturales y Museo,
Universidad Nacional de La Plata. La poblaciéon fue mantenida siguiendo el protocolo
descripto por Schuldt et al. (2005).
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3.3- Transformacion del orujo con hongos saproétrofos seleccionados
bajo FES

Se llevé a cabo el cultivo axénico de los hongos
bajo FES durante 30 dias a 28°C en oscuridad.
Para ello se inoculd una suspensioén miceliar de
cada hongo en forma individual en 250 g de orujo
con 70% de humedad que se incubd
estaticamente (Fig. 7); orujo expuesto a
tratamiento térmico (ver abajo) sin inocular
también fue incubado bajo las mismas
condiciones a modo de testigo. El indculo fungico
fue obtenido a partir de cultivos desarrollados en

medio liquido de extracto de malta (2 %)

Fig. 7 - Inoculacion de los
hongos en las bolsas con orujo
esterilizado.

incubados durante 7 dias en oscuridad a 28°C.
Previo a la inoculacion el orujo fue colocado
dentro de bolsas de polipropileno que fueron
cerradas en el extremo con un tapon de
algodon, sostenido con un cilindro de PVC de 4 cm de diametro y 3 cm de largo;
posteriormente, las bolsas fueron esterilizadas en autoclave a 121°C durante 40
minutos (tratamiento térmico). Este procedimiento se repitid a lo largo del trabajo a fin
de disponer del material para usar en las actividades descriptas en los puntos 3.4 y
3.5.

3.4- Seleccion de sustratos transformados con hongos especificos para
vermicompostaje

Se realizé un ensayo en recipientes cilindricos (500 cm?®), donde se inocularon 4
lombrices cliteladas sobre los sustratos obtenidos en el punto 3.3 durante un periodo
de 72 hs. en oscuridad (Fig. 8). Previo a la inoculacion, la humedad fue corregida a 80
%. En paralelo, se colocaron recipientes con orujo sin tratamiento térmico y sin
inocular con los hongos especificos a modo de un segundo control que fue incubado
bajo condiciones de invernaculo por 30 dias. Se determind la cantidad de lombrices
que permanecieron en el sustrato y los datos obtenidos fueron expresados en
porcentaje. Se analizé quimicamente la fraccion soluble acuosa (FSA) de los sustratos
evaluados. Los datos obtenidos fueron analizados mediante un ANOVA y un Tuckey a

posteriori (p= 0,05).
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Fig. 8 - Disposicion aleatoria de los distintos tratamientos durante el

experimento.

3.5- Vermicompostaje

Fig. 9 — Alicuota
con lombrices
utilizadas para la
inoculacion de
las literas usadas
durante el
respectivo
tratamiento.

En base a los resultados obtenidos en el punto 3.4 se realiz
el vermicompostaje del sustrato transformado con U. botrytis,
que se fracciond en literas rectangulares de 5 L perforados
(vermireactores) para garantizar la aireacion, las cuales fueron
inoculadas con una poblacién inicial de 15 lombrices cliteladas
(individuos adultos; Fig. 9), habiendo armado el sistema en el
invernaculo perteneciente al Instituto de Fisiologia Vegetal
(INFIVE — CONICET — UNLP) con control de temperatura, e

incubado durante un periodo de 90 dias. Previo a la

incorporacién de las lombrices se corrigio la humedad del
sustrato a 80%. En paralelo, se dispusieron literas
conteniendo sustrato previamente tratado térmicamente y
expuesto a compostar durante 30 dias bajo condiciones de
invernaculo a modo de control. Los vermireactores fueron
cubiertos con una malla de sombra para mantener la

humedad y asegurar la oscuridad en todo el sustrato (Fig. 10).

Para el seguimiento de la poblacion de lombrices, se determindé el numero de

individuos maduros (clitelados) y juveniles (no clitelados), asi como el niumero de

cocones o capullos presentes en cada litera cada 30 dias. Para los analisis de los

parametros fisico-quimicos y biolégicos se recogieron muestras aleatoriamente sin

reposicion, las cuales fueron almacenadas en bolsas de plastico herméticas hasta el

momento de uso y bajo las condiciones requeridas para realizacion de los analisis
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propuestos. Los datos obtenidos fueron analizados mediante un ANOVA y un Tuckey

a posteriori (p= 0,05) o en caso de no cumplir con los supuestos requeridos fueron

analizados mediante un test no paramétrico.

Fig. 10 — Literas contenedoras del orujo pre-tratado.

3.6- Determinaciones analiticas y enzimaticas

3.6.1-Obtencion de la fraccién soluble acuosa base seca (FSAys)

Una muestra seca de orujo con un tamafo de particula < 1 mm fue suspendida en
agua destilada a una relacion 1:5. La mezcla se agité a 200 rpm durante 30 min y la
solucion resultante se centrifugd a 275 g. El sobrenadante obtenido se conservé a 4
°C.

3.6.2- pH hidrolitico (pH:)

El pH,, se determind en la FSA,s utilizando un Benchtop pH/mv meter (Sper Scientific).

3.6.3-NH,*-N

El contenido de NH,*-N en la FSA,s se determind por el método de King et al. (1990).
A 100 pl de la FSA,s de cada muestra se le adicionaron 500 ul del reactivo A y 500 pl
del reactivo B. La mezcla resultante se incubé a temperatura ambiente por 15 min y se
determiné la densidad optica a 635 nm usando un UV- espectrofotémetro (160-A

Shimadzu). El reactivo A contenia fenol al 1% (p/v) y Na, [Fe(CN)sNO] al 0,005 %
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(p/v). El reactivo B contenia NaOH al 0,5% (p/v) e NaClO al 0,84% (v/v). Se empled

como estandar una solucion de Cl (NH,4) al 0,002 % (p/v).

3.6.4-Conductividad eléctrica (CE)

Se determiné la CE en la FSA,s de las muestras de orujo utilizando un Benchtop

pH/mv meter (Sper Scientific). Los datos obtenidos se expresaron como mS/m.

3.6.5-Fenoles

La determinacion del contenido de fenoles libres en la FSAys se realizé siguiendo la
metodologia reportada por Osono & Takeda (2001), empleando el reactivo de Folin-
Ciocalteau y como estandar una solucion de acido tanico (0,02 %, p/v). Para ello, a
100 ul de la muestra se le agregdé 200 ul de solucién acuosa de reactivo de Folin-
Ciocalteau (1:1) y 1.100 ul de agua destilada y se incubé 3 min a temperatura
ambiente, luego se adicionaron 1.500 pl de soluciéon de Na,CO; al 2% en 0,1 N de
NaOH y posteriormente se incubd 1 h a temperatura ambiente. La densidad optica del
complejo azul formado se determiné a 760 nm usando un espectrofotémetro (UV 160-
A Shimadzu) y la concentracién de grupos fendlicos libres en la muestra estimada

fueron expresados como mg/g de orujo seco.

3.6.6- Actividad deshidrogenasa

La actividad deshidrogenasa se determiné siguiendo el método de Thalmann (1968)
modificado. Se peso a partir de cada muestra fresca, 2 g. de orujo en tubos de plastico
con tapa, a las que se les afiadié 4 ml de Trifenil Tetrazolium cloruro (TTC) en buffer
Tris. El control contuvo solo la masa de orujo y el buffer Tris. La mezcla fue agitada en
vortex para su homogeneizacion; y posteriormente incubada a 30 °C, en oscuridad
durante 24 hs. Bajo campana de extraccion de gases se agregaron 5 ml de alcohol
etilico para detener la reaccién y extraer el Trifenil Tetrazolium formazan (TTF). Luego,
los tubos fueron envueltos en papel de aluminio se agitaron en posicion horizontal
durante 30 minutos a 150 rpm. Posteriormente, se extrajo una alicuota de la mezcla y
se centrifugd durante 5 minutos a 16.000 rpm. En el sobrenadante obtenido se midio la
absorbancia a 546 nm. Los resultados fueron expresados en ug de TPF/g/dia de orujo

SecCo.
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3.6.7 - Test de Fitotoxicidad

El test se llevd a cabo siguiendo la metodologia reportada por Tiquia et al. (1996) con
modificaciones (Tabla 1). Para ello, semillas de lechuga variedad criolla fueron
incubadas en cajas de Petri sobre papel de filtro cargado con un rango de diluciones
de la FSAys de orujo. Previamente, las semillas se desinfectaron superficialmente con
hipoclorito de sodio (25 g de ClI activo/litro) durante 1 min y se enjuagaron varias veces
con agua estéril. La FSA,s se obtuvo de acuerdo al procedimiento descripto en el
punto 3.6.1, se esterilizé por filtracion (0,2 yum de diametro de poro) y se diluyé con
agua destilada estéril de manera que la concentracion final del extracto fuera 2,5; 5, 10
y 20 % (p/v). Las placas de petri (9 mm de diametro) conteniendo papel de filtro se
esterilizaron en autoclave a 121 °C a 1,5 atm durante 20 min. Las placas conteniendo
las semillas embebidas se incubaron en estufa (25 °C) en oscuridad por 7 dias;
periodo tras el cual se determind el numero de semillas germinadas por placa y la
longitud de la radicula. Un largo de radicula equivalente a 2 mm fue el parametro que
se utilizé para considerar a la semilla germinada. El porcentaje de germinacion relativa
(G), longitud radicular relativa (LR) e indice de germinacién (IG) se calculé de acuerdo

con las siguientes ecuaciones:

Ec. 1- G (%) = (n° de semillas germinadas en presencia de la FSA a X %/ n° se

semillas germinadas en el control negativo) *100

Ec. 2- LR (%) = (promedio de la longitud radicular en presencia de la FSA a X %/

promedio de la longitud radicular en el control negativo) *100
Ec. 3- I1G (%) = (G * LR)/ 100
X, corresponde a la concentracion del extracto acuoso aplicado.

Se realizé un diseno experimental completamente aleatorizado con un Unico factor de
variaciéon correspondiente a la concentracion de la FSA, con cuatro repeticiones para
cada uno de los tratamientos. Los datos obtenidos fueron a analizados mediante un
ANOVA y test de Tuckey a posteriori (p= 0,05). Previo al analisis estadistico los datos

fueron transformados a escala arcsen (Zar, 1999).
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Tabla 1- Condiciones del Test de Fitotoxicidad

Cantidad de semillas por placa
Volumen de la muestra/placa
Rango de la FSA

Control negativo

Control positivo

Numero de replicas

Condicion luminica
Temperatura

Tiempo de incubacion

4 - RESULTADOS

20
3 ml
2,5-20 % (p/v)
Agua destilada
SO,4Cu (1M)
4
Oscuridad
25°C

7 dias

Todos los hongos utilizados colonizaron el orujo contenido en las bolsas luego de los

30 dias de incubacion (Fig. 11), observandose que el cultivo de C. rigida presentd una

estructura compacta (cementando los componentes de partida en una unidad) distinto

a los demas, donde se observaron tamanos de particula comprendidos entre 1y 2 cm.
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Fig. 11 - Orujo colonizado por los hongos después de 30 dias de incubacion:
Coriolopsis rigida LPSC # 232 (a), Trichoderma harzianum FALH # 18 (b),
Pycnoporus sanguineus LPSC # 163 (c), Peniophora albobadia LPSC # 285 (d),
Gloeophyllum sepiarium LPSC # 735 (e), y Ulocladium botrytis LPSC # 813 (f).

Los resultados del analisis de los diferentes parametros fisico-quimicos analizados
sobre alicuotas de la FSA,s del orujo en ausencia y presencia de los hongos incubados
por 30 dias son mostrados en la Fig. 12. El contenido de fenoles en el orujo sin
inocular después de la incubacién (Co 2) se redujo respecto al tiempo inicial (Co 1),
mientras que en el nivel de pH y conductividad eléctrica no se hallaron diferencias. La
mayoria de los hongos redujeron el contenido de fenoles respecto al Co 2, siendo P.
albobadia LPSC 285 el que present6 el mayor efecto reductor (80,7 + 2,2 %; Fig. 12-
A). Sdlo el orujo tratado con U. botrytis LPSC 813 produjo un aumento notable en el
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pH en comparacién con el Co2 (127,37 + 24,8 %; Fig. 12-B). Finalmente, el
tratamiento con C. rigida fue el unico que generd un incremento de la conductividad
eléctrica, respecto al Co 2 (59,8 + 6,2 %; Fig. 12-C).
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Fig. 12 - Contenido de fenoles solubles (A), pH (B) y CE (C) de la FSA del orujo
de uva tratado con los hongos saprétrofos después de 30 dias de incubacién.
Letras distintas significan diferencias significativas entre los tratamientos (Tukey test, p< 0,05).
Co 1 y Co 2 corresponden al orujo sin inocular a los 0 y 30 dias de incubacion,

respectivamente.
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El pre-tratamiento del orujo con los hongos bajo condiciones de FES afecté la
supervivencia de las lombrices en el sustrato (Fig. 13). La mayor permanencia se
evidencio en los orujos tratados con U. botrytis LPSC 813 y C. rigida LPSC 232, donde
se encontraron la totalidad de las lombrices inoculadas inicialmente, aunque los
valores no fueron diferentes comparados a lo observado con el orujo tratado con P.
albobadia LPSC 285.
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Fig. 13 - Porcentaje de supervivencia de lombrices adultas inoculadas en el orujo
de uva tratado con los hongos saprotrofos después de 30 dias de incubacion.
Letras distintas significan diferencias significativas entre los tratamientos (Tukey test,
p< 0,05). Co 1 y Co 2 corresponden al orujo sin inocular a los 0 y 30 dias de
incubacién; respectivamente.

Posteriormente, se realiz6é el segundo experimento para comparar el vermicompostaje
de orujo pre-tratado con U. botrytis y el obtenido después del compostaje. Durante el
proceso de vermicompostaje se observaron fluctuaciones en las caracteristicas fisico-
quimicas de la FSAs del orujo de uva pre-tratado mediante compostaje y FES con U.
botrytis (Fig. 14). En la figura 14-A se observé que en el tiempo inicial la concentracion
de fenoles solubles fue significativamente menor en la FSA,s de las muestras PTU
comparadas con las correspondientes de PTC (67,2 + 3,8 %), situacion que se
mantuvo a los 30 dias, aunque la brecha fue menor (42,7 £ 6,5 %). En los tiempos
sucesivos, la concentracion de fenoles solubles no presenté diferencias entre
tratamientos. En relacion al contenido de NH4*-N, Unicamente al tiempo inicial se
encontré diferencias entre los tratamientos, donde el PTU presentd la menor
concentracion (98 £ 0,1 %; figura 14-B). En contraposicién, diferencias significativas en
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los niveles de pH solo se hallaron en el tiempo final, siendo PTU el tratamiento que
presenté menor valor (2,2 + 0,9 %; figura 14-C). Finalmente, una menor conductividad
eléctrica solo se hallé en las muestras correspondientes a PTU respecto a aquellas del
tratamiento PTC al tiempo inicial (105,9 + 25,6 %; figura 14-D).

En la figura 15 se muestran los cambios en el niumero de lombrices adultas, juveniles,
cocones y en la relacion cocones por adulto en el orujo de uva pre-tratado
térmicamente y expuesto a compostar (PTC) o a transformar con U. botrytis LPSC 813
bajo FES (PTU) durante el proceso de vermicompostaje. No se encontraron
diferencias en el numero de lombrices adultas y juveniles durante todo el tiempo de
incubacion (Fig. 15-A y 15-B). Unicamente a los 30 dias de iniciado el
vermicompostaje se encontraron diferencias en el numero de cocones (Fig. 15-C),
siendo mayor en PTU (566,7 + 164,4 %). En la relaciéon entre el numero de cocones
por adulto (Fig. 15-D), un mayor valor se registré en PTU a los 30 dias (514,8 + 167,6
%).
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Fig. 14 - Cambios en los niveles de fenoles solubles (A), NH,-N (B), pH (C) y CE (D) de la FSA del orujo de uva pre-tratado
térmicamente y expuesto a compostar (PTC) o a transformar con U. botrytis LPSC 813 bajo FES (PTU) durante el proceso de
vermicompostaje. Para cada tiempo, se indican con un asterisco diferencias significativas entre los tratamientos (Test de T, p< 0,05).
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Fig. 15 - Cambios en el niumero de lombrices adultas (A), juveniles (B), cocones (C) y en la relacién cocones por adulto (D) en el orujo
de uva pre-tratado térmicamente y expuesto a compostar (PTC) o a transformar con U. botrytis LPSC 813 bajo FES (PTU) durante el
proceso de vermicompostaje. Para cada tiempo, se indican con un asterisco diferencias significativas entre los tratamientos (Test de Mann-Whitney U,

p<0,05).
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En relacion a la actividad deshidrogenasa, entre los tratamientos se vio que hubo
diferencias al tiempo inicial, donde PTC mostré6 un mayor nivel de actividad
deshidrogenasa (87 + 3,1 %). En contraposicién, a los 90 dias de iniciado el
vermicompostaje los niveles de actividad deshidrogenasa de PTU fueron superiores a
los de PTC (110,1 £ 23,2 %; Fig. 16).
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Fig. 16 - Cambios en los niveles de la actividad deshidrogenasa en la FSA del
orujo de uva pre-tratado térmicamente y expuesto a compostar (PTC) o a
transformar con U. botrytis LPSC 813 bajo FES (PTU) durante el proceso de
vermicompostaje. Para cada tiempo, se indican con un asterisco diferencias significativas
entre los tratamientos (Test de T, p< 0,05).

Cambios en la germinacion, longitud radicular relativa y en el indice de germinacion de
semillas de lechuga embebidas con la FSA,s del orujo pre-tratado bajo ambos
bioprocesos se muestran en la figura 6. Mientras el porcentaje de germinaciéon no
presentd diferencias entre los tratamientos, la longitud radicular relativa varié en
funcién al pre-tratamiento hasta los tres primeros tiempos de muestreo, solo siendo
mayor para PTC al tiempo inicial; la situacion se invirtié a los 30 y 60 dias, cuando
PTU mostré6 mayores valores (figuras 17-A y 17-B). Como muestra la figura 17-C, los
pre-tratamientos repercutieron sobre el indice de germinacion, destacandose el mayor

indice a los 60 dias en el PTU.
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Fig. 17 - Cambios en la germinacion (G; A), longitud radicular relativa (LR; B) y
en el indice de germinacion (IG; C) de semillas de lechuga embebidas con la FSA
del orujo de uva pre-tratado térmicamente y expuesto a compostar (PTC) o a
transformar con U. botrytis LPSC 813 bajo FES (PTU) durante el proceso de
vermicompostaje. Para cada tiempo, se indican con un asterisco diferencias significativas

entre los tratamientos (Test de T, p< 0,05).
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A lo largo del proceso de vermicompostaje se observo la presencia de arainas,
moscas, y fauna predadora de lombrices y cocones (ciempiés y milpiés) en ambos

tratamientos (Fig. 18).

Fig. 18- Ejemplar de ciempiés (miridpodo) encontrado en una de las literas de

vermicompostaje.

5 — DISCUSION

Diferentes hongos saprotrofos pueden tener un rol crucial en la transformacion y
detoxificacion del orujo, revelando variaciones en la composicion fisico-quimica del
mismo que podrian ser la causa de la tolerancia o resistencia de las lombrices para
crecer sobre este subproducto vitivinicola. Cova et al. (2007) sostienen que los
compuestos polifendlicos representan a la lombriz factores anti-nutricionales, al mismo
tiempo que tienen efectos anti-reproductivos que interfieren en su biologia. Por tal
motivo, la reduccion en el contenido de fenoles observada en este trabajo en la
mayoria de los orujos tratados con los hongos puede ser considerada como una
evidencia del beneficio de la actividad de algunos hongos evaluada para aprovechar el
orujo de V. labrusca como sustrato para el vermicompostaje. C. rigida, P. albobadia y
P. sanguineus fueron los mas eficientes en la remocion de los fenoles del orujo,
coincidiendo con lo reportado por Troncozo (2019). Otro de los requerimientos de un
sustrato apto para el desarrollo de las lombrices es que presente un pH en el rango de
7,5 a 8 (Pellegrini et al., 2014). Por lo tanto, el tratamiento del orujo con U. botrytis
resulta ser el mas promisorio ya que logré invertir la situacion de acidez inicial. La
mayoria de los hongos requieren pH acido para crecer y llevar a cabo sus variadas
actividades metabdlicas. En el caso de U. botrytis se ha reportado la existencia de un
sistema enzimatico celulolitico cuya actividad es oOptima en el rango de 7-8 de pH
(Saparrat et al., 2008). No obstante, independientemente del hongo empleado, la CE
del orujo transformado con los hongos utilizados se mantuvo por debajo del limite
recomendado para el desarrollo 6ptimo de las lombrices (CE < a 4 dS/m; Pellegrini et

al., 2014). Otro factor determinante en el empleo del orujo como material de partida
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para el vermicompostaje es el tamafo de particula, puesto que cuando el material
presenta valores entre 1 y 3 cm se facilita su consumo por las lombrices, asi como el
ataque del mismo por los microorganismos asociados en el proceso (Pellegrini et al.,
2014). Excepto para el orujo tratado con C. rigida, el resto de los orujos tratados con
los hongos presentaron un tamafo de particula compatible para el proceso de
vermicompostaje. No obstante, solo los orujos pre-tratados con U. botrytis y C. rigida
resultaron ser los que mejor respondieron como habitat para las lombrices. Sin
embargo, no se puede establecer si alguno los parametros estudiados tuvo mayor
relevancia en la permanencia de las lombrices sobre el orujo. Se ha reportado que las
lombrices pueden incorporar a su dieta a los hongos (Bhat et al., 2017), esto por lo
tanto puede hipotetizar que los micelios de U. botrytis y C. rigida podrian incrementar
la palatabilidad del orujo, sumado a su capacidad para degradar o detoxificar sus
componentes toxicos y/o anti-nutricionales. A partir de este estudio se seleccioné el
tratamiento del orujo con U. botrytis, que si bien presenté una menor reduccion en el
contenido de fenoles respecto a C. rigida, fue capaz de generar un sustrato cercano a
la neutralidad y presentar un tamano de particula adecuado para el manejo del mismo

y el vermicompostaje.

Durante el proceso de vermicompostaje se observaron algunas diferencias en la
composicion fisico-quimica del orujo. Si bien el orujo pre-tratado con U. botrytis (PTU)
presenté una menor concentracion de fenoles solubles respecto al control (PTC), su
evolucién durante el proceso de vermicompostaje evaluado revelé6 que en ambos
tratamientos el contenido de fenoles se redujo hasta alcanzar niveles equivalentes.
Esto podria deberse tanto a la lixiviacién de estas sustancias por el riego (lavado)
como a la actividad microbiana del sistema. El incremento de amonio en ambos
tratamientos durante los primeros 30 dias podria estar relacionado a la actividad
proteolitica y amonificadora de los microorganismos (Garcia-Sanchez et al., 2017). Por
otro lado, también la posterior reduccion de esta fuente nitrogenada podria deberse a
varios procesos como su inmovilizacion por microorganismos, su lixiviaciéon, o
volatilizacién (Garcia-Sanchez et al., 2017). Asimismo, la reduccién de la CE de PTU
puede haber sido el resultado tanto por el lavado de las sales disponibles en la
solucién acuosa asi como por su incorporacion o su inmovilizacién por la microbiota
del sustrato (Bhat et al., 2017; Garcia-Sanchez et al., 2017).

Cuando se analizo la evolucion de la carga de lombrices sobre ambos tratamientos, el
numero de adultos no superdé a la inicialmente adicionada. Esto pudo haber sido

producto de la propia competencia entre lombrices por una escasez nutrientes o por su
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baja digestibilidad (Das et al., 2016). Asimismo, la poblacién de juveniles pudo haber
sido afectada bajo estas condiciones, desencadenando probablemente la migracion de

lombrices y/o su muerte.

Analizando la carga de cocones, PTU no inhibié la actividad reproductiva de las
lombrices, como si sucedid con PTC en los primeros 30 dias. Esto nos estaria
sugiriendo que el acondicionamiento del orujo con U. botrytis 813, mejora las
caracteristicas del sustrato para la reproduccién de las lombrices, en coincidencia con
el incremento observado en la relacibn entre cocones e individuos adultos. Es
conocido que bajo estrés nutricional o en sustratos con bajo nivel de nitrégeno, las
lombrices pueden perder la funcionalidad de sus clitelios, ya sea por una regresion al
su estadio juenil o infertilidad de los mismos (Nogales et al., 1999). La presencia de
organismos predadores también podrian ser causantes de la reduccion tanto de
cocones como de lombrices juveniles. Puesto que se encontraron estos invertebrados
en las literas asociados a cada tratamiento, no se puede descartar su contribucién en
la pérdida de estos parametros evaluados ajenos a los tratamientos planteados a

evaluar en esta tesis.

Segun lo reportado por Martinez-Cordeiro et al. (2013), existiria un aumento en la
actividad microbiana del sustrato a partir del agregado de las lombrices, ya que tienen
la particularidad de estimular el desarrollo microbiano por su accién excavadora, en
respuesta a exponer compuestos biodegradables por los microorganismos, tal como lo
observado en el incremento de la actividad deshidrogenasa a los 30 y 90 dias para
PTU. Resultados similares fueron reportados por Garcia-Sanchez et al. (2017) usando
orujo de uva (no especificada la especie de vid empleada), aunque ellos hallaron
también aumentos en la poblacion de lombrices. En cambio, el decrecimiento en la
actividad deshidrogenasa hallado en los ensayos de esta tesis a los 60 dias, iria en
concordancia con lo reportado por Suthar & Singh (2008), quien afirmé que las
lombrices se nutren preferentemente de los propios microorganismos del sustrato,

generando la disminucion en la microbiota.

El indice germinativo (IG) puede ser un indicador de la estabilidad y madurez del
vermicompost debido a que combina la medicién de la germinacion de semillas y el
crecimiento radicular (Zucconi et al., 1981; Bhat et al., 2017). Si bien en ambos
tratamientos se observé un incremento en el IG, ninguno logré alcanzar el 80% de 1G,
siendo éste el valor de referencia para determinar la ausencia de sustancias fitotoxicas
(Zucconi et al., 1981).
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Si bien en base a todos estos resultados no se puede aun afirmar la obtencién de un
vermicompost apto para ser empleado como abono organico utilizando un pre-
tratamiento con hongos saprétrofos especificos sobre el orujo de V. labrusca,
existieron algunas diferencias que sugieren a ciertos hongos como prometedores en el
acondicionamiento del sustrato para el vermicompostaje. En este sentido, el
decrecimiento temprano de la poblacion de lombrices no fue igual en PTU y PTC, lo
cual estuvo acompafiado por un mayor IG en PTU, infiriendo que este ultimo
tratamiento podria reducir la extension de la fase activa de las lombrices comparada a
PTC. Por lo tanto, futuros estudios son necesarios para confirmar si la utilizaciéon de
orujo pre-tratado con U. botrytis bajo condiciones de FES es factible como un pre-
tratamiento del orujo de V. labrusca para su empleo como material de partida para el

vermicompostaje.

6 — CONCLUSIONES

En funcion de los resultados obtenidos y el analisis realizado de los mismos, se puede
concluir que:

s El orujo de V. labrusca var. isabella, que resulta de la produccién del Vino de la
Costa, no es un material de partida apto para el vermicompostaje, debido a su
bajo pH y a la presencia de sustancias fendlicas que actian como posibles
factores de inhibicion para las lombrices.

% El pre-tratamiento de orujo con los hongos C. rigida, P. albobadia, T. harzianum
y U. botrytis bajo condiciones de FES incrementa la tolerancia de las lombrices
frente a este sustrato.

% El pre-tratamiento del orujo con U. botrytis reduce el tiempo de fase activa en el
vermicompostaje y constituye una estrategia prometedora de revalorizacion del
orujo de V. labrusca para su empleo como material de partida para el

vermicompostaje.
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