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1. INTRODUCCION

El crecimiento actual de la poblacion ha traido consigo un aumento de la superficie de los
cultivos para alimentacion primaria, como son el maiz, arroz y trigo, los que se han convertido en
los productos con mayor demanda en el mundo. Por lo anterior, estos cultivos producen
volimenes de desechos considerables. Segun un estudio de Hetz et al. (2006) la cantidad total de

paja existente en los rastrojos de trigo alcanzé un promedio de 6.434 kg ha™.

Debido a esto la poblacidn ha tenido que hacer uso y disminucién de los rastrojos de cosecha,
usando algunas alternativas de manejo de residuos como la quema de los rastrojos, que produce
una carga de residuos de 4,75 t ha™ (Ruiz, 2011). Otra alternativa es mantener los rastrojos en el
suelo, o sembrar con rastrojos. También se incluye en la industria de los hongos, fabrica de
compost, cama para animales entre otros (Ruiz, 2011).

Es importante considerar que cuando se incorporan los desechos al suelo estos permanecen un
tiempo considerable antes de que se oxiden, ya que grandes cargas de materia organica no
estabilizada podria provocar algin grado de toxicidad en los suelos. Esta situacion genera una
oportunidad, ya que se crea un mercado en el manejo de desechos agricolas, lo que trae consigo
inversiones para la investigacion de manejo de residuos con las distintas alternativas, y también

empresas que prestan asesoria para su manejo.

Entre esto, considerando la alta presencia de materiales lignocelul6sicos presentes en estos
residuos, y su dificultad para ser transformados y estabilizados, una parte importante de la
investigacion requerida se debe centrar en la busqueda de alternativas para promover su
degradacioén y estabilizacion. En el segundo aspecto, resulta destacable que una alta estabilidad
de estos materiales permitira una presencia prolongada en el suelo, evitando aumentar los

contenidos de gases atmosféricos con efecto invernadero.
Es por todo lo antes descrito que la hipdtesis que se planted para este estudio fue:

“La actividad de enzimas lignocelul6sicas de diversos hongos degradadores aislados de

ambientes templados del sur de Chile, serviran como un indice adecuado de la eficiencia de la
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transformacion de restos de cosecha de trigo, adicionados 0 no con estabilizantes quimicos
(6xidos de hierro, aluminio, arcillas alofanicas), permitiendo determinar las combinaciones de

hongos y estabilizantes mas adecuados para la generacién de compost™.

Los objetivos que se propusieron para el presente estudio fueron:

- Objetivo General:

“Analizar la variacién temporal de las actividades enzimaticas lignoceluldsicas y de actividad
microbiana, y determinar su utilidad como indicador de la efectividad de aislados autoctonos
de hongos saprobios en procesos de compostaje de residuos de cosecha de cereales producidos
en el sur de Chile”.

- Obijetivos Especificos

e Analizar las variaciones temporales de las actividades de las enzimas Manganeso
peroxidasa, Lacasa y Beta-glucosidasa a lo largo de un proceso de compostaje de paja de
trigo.

e Analizar el efecto catalitico o estabilizante de Oxidos de hierro, aluminio o arcillas
alofanicas sobre las actividades enzimaticas de los hongos utilizados.

e Establecer indices de estabilizacién de los residuos transformados a partir de las

actividades enzimaticas determinadas.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

Hace aproximadamente un afio se cumplié un hito en el Planeta; la poblaciéon a nivel
mundial alcanzé los 7.000 millones de personas (UNFPA, 2011). Cada una de ellas requiere
satisfacer sus necesidades basicas, tales como alimento, vestimenta, hogar, entre otros. Por ello se
necesita producir mayores volimenes de productos que alimenten a la creciente masa de
poblacion. Segun la CEPAL (2012), América Latina y el Caribe son “la regiones en que mas ha
crecido la produccidn agricola, ganadera, forestal y pesquera en los Gltimos 15 afios”.

Dentro de los alimentos, el maiz, arroz y trigo son los productos mas demandados en la
dieta del ser humano. Por lo mismo, su produccién genera volimenes considerables de desechos
que varian dependiendo de las condiciones climaticas y edaficas (Solé y Flotats, 2004). Por
ejemplo, el trigo posee una superficie de 225,65 millones de hectareas (ODEPA, 2011) y es uno
de los alimentos mas consumidos, alcanzando una produccién mundial sobre los 683 millones de

toneladas cada afio.

Segun Solé y Flotats (2004), la produccion de paja en los cultivos de cereales de regadio
es considerable. En el caso del cultivo de maiz en el Valle del Ebro (Espafia) oscila entre 10 y 14
Mgha™ y de trigo entre 4 y 6 Mgha™. En Chile segtin un estudio de Hetz et al., (2006) la cantidad
total de paja existente en los rastrojos alcanza un promedio de 6.434 kg ha™. La cantidad de paja
posible de recolectar con enfardadora desde un cordén fluctda entre 1,47 y 4,48 t ha™, con un
promedio de 2,44 t ha™, por lo que queda todavia un volumen considerable de paja que no se
utiliza para almacenaje, y que normalmente es quemada, generando problemas ambientales que
cada vez son mas considerables. Estos rastrojos son ricos en componentes del tipo
lignoceluldsico. Esta biomasa lignocelulésica esta formada basicamente por tres componentes
principales: celulosa, hemicelulosa y lignina, junto con otros componentes minoritarios que no
forman parte de la pared celular como, son los extractivos y las cenizas. La celulosa y
hemicelulosa son polisacaridos de alto peso molecular que representan entre el 60-80% del total

del peso de los materiales lignoceluldsicos (Tomas, 2010); La lignocelulosa es el principal y mas
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abundante componente de la biomasa producida por la fotosintesis vegetal, produciendo

anualmente 200.000 millones de toneladas en el mundo (Ragauskas et al., 2006).

2.1 Descripcion de los componentes de la biomasa lignocelulésica

2.1.1 La celulosa

La celulosa es un polimero formado por mondmeros de D-glucosa, unidades que van
unidas por enlaces glucosidicos B-14 que se estructuran en largas cadenas lineales
(microfibrillas) unidas por puentes de hidrogeno y fuerzas intramoleculares de van der Waals,
formando una estructura cristalina resistente a la hidrolisis, asi como también regiones amorfas

susceptibles a la degradacion enzimatica (Ovando y Waliszewski, 2005).
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Figura 1. Estructura en cadena de la celulosa (Tomaés, 2010).
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2.1.2 La hemicelulosa

La hemicelulosa es un polimero complejo de heteropolisacaridos formado por pentosas
(D-xilosa y L-arabinosa) y hexosas (D-glucosa, D-manosa y D-galactosa) que forman cadenas
ramificadas y los acidos 4-O-metilglucurédnico, D-galacturénico y D-glucurénico. Los azUcares

estan unidos por enlaces B-1,4 y ocasionalmente por enlaces -1,3 (Pérez et al., 2002).

Lignina

Lignina
Lignina
0 HH : \ :

oH _ Q  Xilosa - L- arabinofuranosa

acido 4 - O - metil H o

HC Q  glucurdnico OH \ i s
H o 5
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B - D -Xilopiranosas

Figura 2. Arabinoxilano caracteristico de la hemicelulosa de la paja de trigo (Tomas, 2010).

2.1.3 La lignina

La lignina es un heteropolimero amorfo, tridimensional y ramificado formado por
alcoholes aromaticos que da soporte estructural, rigidez, impermeabilidad y proteccion a los
polisacaridos estructurales (celulosa y hemicelulosa) y es altamente resistente a la degradacion
quimica y bioldgica (Aro et al., 2005). Existen dos tipos de sistemas enzimaticos extracelulares
gue pueden atacar estos componentes: por una parte, los que producen hidrolasas que degradan la
celulosa (celulasas) y la hemicelulosa (hemicelulasas), y por otra parte, los que despolimerizan la
lignina por reacciones de oxidacion (peroxidasas y lacasas) (Pérez et al., 2002).
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Figura 3. Estructura aproximada de la lignina en la paja de trigo (Tomas, 2010).
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2.2 Enzimas degradadoras de componentes de lignocelulosa y actividad microbiana
2.2.1 Lacasa

Las lacasas son metaloenzimas de tipo fenoloxidasa, que contienen cobre en su centro
activo y utilizan el oxigeno como aceptor final de electrones, reduciéndolo a agua. Presentan
especificidad de sustrato sobre fenoles y aminas aromaticas sustituidas (Valles, 2006). Segun
Selvam et al., (2003) las lacasas son glicoproteinas que requieren oxigeno (O,) para oxidar
fenoles, polifenoles, aminas aromaticas, sustratos organicos por medio de la substraccion de un
electrdn transforméandolo en H,0O; y radicales activos.

Son enzimas capaces de oxidar principalmente sustancias recalcitrantes, como
clorofenoles, hidrocarburos aromaticos policiclicos, compuestos organofosforados, fenoles y

colorantes aromaticos (Moreno y Ospina, 2008).

2.2.2 Manganeso peroxidasa

La manganeso peroxidasa (MnPx) es una glicoproteina con un grupo hemo (Consta de
una parte organica y un 4&tomo de hierro) como grupo prostético. Cataliza la oxidacién de Mn*" a
Mn*, el cual es responsable de la oxidacién de lignina y de varios compuestos modelo de
lignina, fendlicos y no fendlicos. En ausencia de H,O, puede funcionar como oxidasa, usando
como sustrato NAD(P)H y produciendo H,0; (Diaz, 2010).

Segln Davila y Vazquez (2006) EI MnP** generado por la MnP es una especie altamente
oxidante con el inconveniente de ser altamente inestable en medio acuoso. Para superar este
inconveniente, los hongos ligninoliticos secretan acido oxalico (y otros acidos como el maldnico)
que acomplejan el MnP*". Estos &cidos dicarboxilicos forman complejos estables con el Mn**
capaces de difundir a través de la estructura de la pared celular vegetal y que actdan como
oxidantes de compuestos fendlicos
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2.2.3 B-Glucosidasa

Las B-glucosidasas, en un primer paso, se producen por la liberacién del monoterpenil -
D-glucdsido mas el correspondiente azucar residual. Esta reaccion es llevada a cabo por una a-L-
arabinosidasa, una o-L-ramnosidasa, o una [-apiosidasa con la liberacion de una arabinosa, una
ramnosa 0 una apiosa respectivamente, mas el correspondiente glucésido unido a la glicona por
un enlace B-D-glucosidico cuyo enzima especifico de hidrolisis es la B-glucosidasa (Arélavo,
2006). Segun Arévalo (2006), actualmente en la elaboracion del vino, para incrementar la
liberacion de aromas se usan preparados enzimaticos comerciales de origen flngico,

principalmente procedentes de Aspergillus spp.

2.3 Hongos degradadores de celulosa

Los hongos son organismos heterotrofos que se alimentan por absorcion. Para la
obtencién de nutrientes, la gran mayoria de ellos liberan al medio enzimas extracelulares
hidroliticas y oxidativas que degradan parcialmente los diferentes constituyentes de la
lignocelulosa para ser incorporados al interior de las células y metabolizados. La gran excepcién
a esto son los hongos simbiontes obligados, en particular los hongos formadores de micorrizas
arbusculares del Phylum Glomeromycota (Cornejo, 2006).

Los hongos no simbiontes de vida libre poseen una organizacion hifal, y un sistema de
translocacion intrahifal que les permite explorar una gran area en busca de nutrientes (Valles,
2006). Ademas, poseen una capacidad para adaptarse a medios ambientes severos, sin
restricciones (Preussler et al., 2010). Los hongos ligninoliticos son los Gnicos organismos capaces
de despolimerizar y mineralizar el polimero de lignina (Hammel, 1997). Entre éstos, se
encuentran hongos de podredumbre blanca, parda y blanda segun los materiales lignocelulésicosa
los que atacan (Diaz, 2010). También se considera dentro de estos organismos un cuarto grupo,
denominado hongos que tifien la madera. Algunas caracteristicas de cada uno de estos grupos se

presentan a continuacion.
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2.3.1 Hongos de podredumbre blanca

Este tipo de podredumbre es la mas frecuente en la degradacion de la madera y es llevada a cabo
por hongos basidiomicetos y algunos ascomicetos. Estos hongos se caracterizan por su habilidad
para degradar lignina, celulosa y hemicelulosa y son los Unicos organismos capaces de degradar
la lignina hasta mineralizarla, adquiriendo la madera una coloracion blanquecina y aspecto
fibroso (Valles, 2006). Entre los hongos se destacan Pleurotus ostreatus, Lentinus hirtus,
Bjerkandera adusta, Irpex lacteus, Dichomituss qualens, Phanaerochaete chrysosporiumy

Trametes versicolor (Pointing, 2001).

Segin Morales y Ruiz (2008) los hongos, incluyendo las levaduras, han recibido especial
atencion con relacién a la biosorcion de metales, particularmente porque la biomasa fangica se
origina como un subproducto de diferentes fermentaciones industriales. La acumulacién de iones
por biomasa integra parece que se lleva a cabo principalmente por biosorcién independiente del

metabolismo, siendo la pared celular el principal sitio de acumulacién.

2.3.2 Hongos de podredumbre parda

Este grupo representa alrededor de un 7 % del total de hongos descomponedores de la
madera, y esta integrado exclusivamente por basidiomicetos. Degradan principalmente madera de
coniferas, las que adquieren un aspecto cuarteado (cubico) desde los primeros estadios de
degradacién. Estos hongos atacan principalmente los polisacaridos de la madera con una minima
degradacioén de la lignina. La madera adquiere un color marrén debido a la presencia de lignina
oxidada (Valles, 2006). Este grupo de hongos es el menos numeroso de los hongos de la
podredumbre de la madera (7%), pertenecen todos ellos al grupo de los Basidiomicetes y
destacan géneros como Fomes o Poria (Eriksson et al., 1990).
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2.3.3 Hongos de podredumbre blanda

Este grupo esta formado principalmente por ascomicetos y deuteromicetos. Generalmente
colonizan y degradan la madera en contacto con el suelo, en procesos que a menudo estan
asociados a las bacterias. Colonizan la madera en condiciones extremas de alto o bajo potencial
hidrico, en las que otros hongos no pueden desarrollarse. Degradan principalmente los
polisacaridos con una alteracion minima de la lignina. Aunque tradicionalmente este grupo se
asociaba a ascomicetos, recientemente se ha comprobado que ciertos basidiomicetos son capaces
de degradar la madera con este tipo de podredumbre (Valles, 2006). Se conocen unos 300
géneros de hongos de esta podredumbre, entre los que destacan Ceplalosporium, Acremonium y
Paecilomyces (Aranda, 2006)

2.3.4 Hongos que tifien la madera

Este grupo de hongos esta integrado por una serie de ascomicetos (Ophiostomay
Ceratocystis entre otros) y deuteromicetos (Aureobasidium, Phialophora, Trichoderma, entre
otros) que degradan principalmente lipidos, azlcares y almidon de la madera, con una minima
degradacioén de la lignina. La madera degradada adquiere diferentes colores, normalmente negro

en maderas de angiospermas y azul en el caso de gimnospermas (Valles, 2006).

Si bien los sustratos principales de crecimiento de los cuatro grupos de hongos
mencionados arriba son las maderas de distintas especies arbdreas, durante los Gltimos afios se ha
visto un incrementado interés por su utilizacién en otros tipos de sustratos ricos en materiales
lignoceluldsicos, como es el caso de las pajas de cereales. Por esto, su utilizacion biotecnolégica
reviste una gran importancia en un futuro cercano, favoreciendo la transformacion y

estabilizacion de estos compuestos para ser utilizados como abonos o0 enmiendas organicas.
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2.4 Estabilizacion de la materia organica

Conviene distinguir el proceso de estabilizacion de la MO del proceso de acumulacion de
la MO. La MO se acumula cuando se producen condiciones que inhiben la descomposicion de la
misma, tales como: un exceso de humedad, temperaturas muy bajas, distrofia, presencia de
toxinas, etc. Por otro lado, el proceso de estabilizacion de la MO se da por la inherente
recalcitrancia de los compuestos organicos, por la interaccion de la MO con las superficies
reactivas de la fraccién mineral del suelo (ejemplo: oxi-hidréxidos de Fe y Al, aluminosilicatos) o
simplemente por la inaccesibilidad de la MO para los microorganismos (Von Litzow et al.,
2006). Aqui se destacan las interacciones con compuestos organicos, segin Gartzia (2009)
adsorcion de la MO por las superficies reactivas de los aluminosilicatos y los oxihidroxidos de Fe
y Al y la complejacion de la MO con iones metalicos forma complejos organominerales; con una
tasa de retorno lenta. Los oxi-hidroxidos de Fe- y Al- pueden formar ligandos con grupos
funcionales de la MO, principalmente con grupos carboxilicos y fendlicos, y la formacion de

complejos organo-aluminicos tiene lugar principalmente en un rango de pH entre 4.3-4.7.

2.5 Perspectivas de desarrollo de la temética

Como aporte de este tipo de estudios, se observa una contribucion en la busqueda de
herramientas biotecnoldgicas que pueden significar el adoptar medidas eficaces y efectivas para
hacer un uso final de grandes volimenes de residuos de cereales que se producen a futuro, y que
en la actualidad simplemente se estan desaprovechando. En este contexto, los hongos
ligninoliticos podrian ser una alternativa eficiente en el manejo de los residuos agricolas, junto
con algunos aditivos, como el Fe;Os; y el propio suelo que pudiese contener cantidades
importantes de alofan, que es conocido por estabilizar fuertemente la materia organica (Calabi-
Floody et al., 2011). Esto puede significar el obtener materiales transformados con importantes
aplicaciones en la estabilizacion de carbono en suelo, tanto agricolas como naturales, mejorando

las condiciones del mismo y el crecimiento de las plantas.
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3. MATERIALES Y METODOS

En una primera etapa, previa al establecimiento de las unidades experimentales para
compostaje, se realizé la multiplicacion de los aislados de los hongos autdctonos utilizados:
Trametes versicolor (L.) Lloyd, Trichoderma harzianum (Rifai), Pleurotus ostreatus (Jacq.) P.
Kumm. y Coriolopsis rigida (Berk&Mont.) Murrill. Esto se realizé en cultivo en placas con
medio de crecimiento axénico, de forma de obtener material biol6gico suficiente para ser

incorporado a las distintas unidades experimentales.

3.1 Cultivo de los aislados en placa

El medio de cultivo sélido utilizado fue un medio Saboureaud ajustado a pH 5,6. Este
medio fue inoculado con trozos de placas previamente cultivadas con los hongos. Los aislados
provenian del Laboratorio de Micorrizas (P. ostreatus) y del Laboratorio de Biorremediacion (C.
rigida, T. versicolor y T. harzianum) de La Universidad de La Frontera de Temuco. El aislado de
P. ostreatus corresponde a un aislado del hongo para produccion comercial, mientras que las
otras tres cepas fueron aisladas desde material obtenido del predio Rucamanque, administrado
por La Universidad de La Frontera.

Procedimiento

1. Para preparar 1000 mL del medio se agregaron: medio Saboureaud en polvo 65 g; sulfato
de magnesio 0,5 g; fosfato dihidrégeno de potasio 0,5 g; sulfato de hierro 0,16 g; Tiamina
0.2 png.

2. Luego, se ajusté el pHa 5,6.

3. Seautoclavo por 20 minutos a 121°C.
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4. Posteriormente, en camara de flujo laminar, el medio se distribuy6 en una proporcion de
2/5 de cada placa Petri, se dejo solidificar y se agregd el trozo de gel de crecimiento de
cada aislado en las distintas placas, usando bisturis y pinzas estériles.

5. Luego de esto, las placas se incubaron a 28°C por 1-2 semanas, luego de lo cual fueron

refrigeradas hasta su incorporacion a las unidades experimentales.

3.2 Unidades experimentales y disefio experimental

Cada unidad experimental estuvo compuestas por cafias de postcosecha de trigo, trituradas
entre 1-2 cm de longitud en molino, desinfectadas con vapor por 30 minutos, colocadas en bolsas
de plastico resistentes al calor e inoculadas con distintos tipos de hongos. Cada unidad
experimental contd con una masa de 1.4 kg del material antes descrito. Cada unidad
experimental se cerré y se dejo en condiciones aerdbicas mediante un sistema respiradero
compuesto por tubos de 30 centimetros de PVC de 50mm de didmetro, donde uno de sus
extremos fue taponado con algodén y cubierto con un trozo de gasa, para mantener las
condiciones aerdbicas y reducir las contaminaciones. Las placas de crecimiento de cada hongo
fueron disgregadas finamente en sistema de licuacién, en 400 mL de agua estéril, y en cada
unidad experimental se utilizaron 200 mL de la suspension homogenizada. Se dejaron crecer en
esas condiciones, en invernadero sin acceso de luz durante 2 semanas y fueron aplicados los

distintos tratamientos.

Cada hongo fue sometido a 12 tratamientos distintos, consistentes en todas las
combinaciones posibles de aditivos quimicos (4 aditivos) y tiempos de aplicacién en que fueron
incorporados a lo largo del proceso de degradacion (3 tiempos). Los tiempos de aplicacion fueron
a las 2, 10 y 16 semanas de compostaje, en una dosis correspondiente al 2% en peso de 6xido de
hierro (Fe;03), 6xido de aluminio (Al,O3) o materiales alofanicos provenientes del horizonte de
transicion B/C de un suelo de la serie Pemehue. Este horizonte del suelo posee un porcentaje
cercano al 50 % de alofanes en la fraccion arcilla (aprox. un 50% de arcillas totales). En el
siguiente cuadro se menciona la cantidad de gramos utilizados en cada caso.
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Cuadro 1. Distintos aditivos y masa utilizada para cada uno de los hongos utilizados en el experimento.

Estabilizante quimico

Masa en gramos

Suelo 146
Oxido de hierro 20,6
Oxido de aluminio 20,8

3.3 Muestreo

Cada dos semanas se tomaron muestras de cada unidad experimental (aproximadamente

40 g), y se les determind las distintas actividades enzimaticas que se describiran mas adelante. Al

cabo de dos semanas del momento de la inoculacion se tomé la primera muestra (tiempo 0), en

coincidencia con la primera aplicacion de aditivos en los tratamientos que fueron adicionados.

Antes de cada muestreo se realiz6 una homogeneizacion de la unidad experimental. Se totalizé un

total de 10 muestreos a lo largo del proceso.

3.4 Procedimiento para la obtencion del extracto enzimético

1. De cada unidad experimental se obtuvo 1 gramo de muestra y se depositd en un tubo

conico de 15 mL.

2. Luego se le adiciond 13 mL de buffer acetato de sodio 50 mM a pH 5.

3. Se refriger6 al menos dos horas, luego de cumplido el tiempo se centrifug6é a 2500 RPM

por cinco minutos.

4. Inmediato al centrifugado, se filtraron las muestras por siete minutos aproximados,

quedando el extracto listo para las determinaciones de las actividades enzimaticas. Dado

el gran volumen de muestras, los extractos fueron ultra congelados a -80°C hasta su

procesamiento.
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3.5 Reacciones enzimatica

3.5.1 Actividad Lacasa

Se valoro utilizando como sustrato 2,2 azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonato) (ABTS)
2mM, utilizando también el buffer acetato de sodio 50mM a pH 5,0 (Gonzales et al., 2003). Se
determiné a una absorbancia de 420nm. EI volumen por cubeta de cada componente fue: 180 pL
de Buffer acetato de sodio, 60 uL de ABTS, 600 pL de extracto de muestra y 60 puL de agua
desionizada. Por cada tratamiento se realizé un triplicado. Ademas, esta enzima de determiné a 0,
3 y 5 minutos de formada la reaccién. Esto se realiz6 para observar si variaba la expresion de la
enzima al cabo de los distintos tiempos.

3.5.2 Actividad manganeso peroxidasa (MnP)

La valoracién de esta actividad se llevo a cabo utilizando como sustrato 2,6 dimetoxifenol
(DMP), MnSO, y H,0, EI DMP 4mM, es oxidado por el Mn** (producto de la oxidacién del
MnSQO4 0,1 mM, por la MnP) en presencia del tampon tartrato sédico 100mM, pH 4,5. El
volumen de la mezcla reactiva fue de 1mL, 200 pL de tartrato de soédico, 50 uL de 2,6-DMP, 600
uL de extracto de muestra 50 pL MnSO,4 y 100 uL H,O, Gonzales et al., (2003). Se determind a
una absorbancia de 468nm. Por cada tratamiento se realiz6 un triplicado. Ademas, esta enzima de
determind a 0, 3 y 5 minutos de formada la reaccion. Esto se realizé para observar si variaba la
expresion de la enzima al cabo de los distintos tiempos.

3.5.3 Actividad de pB-glucosidasa

Esta actividad fue determinada usando como sustrato enzimatico 4-nitrophenyl B-D-
Glucopyrenoside (p-NPG). En tubos eppendorf de 1,5 mL se agregaron 400uL de p-NPG y 100

pL del extracto fingico. Se incubaron los tubos a bafio Maria a 50°C durante 20 minutos, luego
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de esto se les adicion6 1000 pL de carbonato de sodio para detener la reaccion, las muestras se

leyeron a 410nm en el espectrofotometro.
3.6 Andlisis estadistico

Se usaron 5 técnicas estadisticas para analizar los resultados de este estudio. Para todos
los analisis se utilizd el programa estadistico SPSS 10.

3.6.1 Analisis de la varianza unifactorial

Los datos obtenidos para las distintas situaciones de partida sobre cada una de las
variables analizadas, y para cada uno de los muestreos realizados, se evaluaron mediante un
analisis de la varianza de una via, con el objetivo de analizar el efecto de las distintas situaciones
de partida sobre el comportamiento de la variable de respuesta en un momento puntual del
estudio (cada etapa de muestreo). Cuando p<0.05 se realizd la prueba post-hoc de Tukey para

determinar la significacion estadistica de las diferencias obtenidas (Cornejo, 2006).

3.6.2 Analisis multivariante

Para obtener el efecto del factor influyente sobre las medias de las agrupaciones de una
distribucién conjunta de variables dependientes se realiz6 un analisis de varianza multivariante.

Se analizaron asi mismo las interacciones entre las variables analizadas (Cornejo, 2006).

3.6.3 Analisis factorial

Las variables de respuesta obtenidas fueron analizadas por medio de ANDEVA de medias
repetidas, y los promedios globales para cada unidad experimental fueron sometidos a analisis
factorial con extraccion de componentes principales. Dos componentes que explicaban mas del
80 % de la varianza total fueron obtenidas.
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3.6.4 Analisis de correlaciones

La dependencia lineal de las variables de respuesta obtenidas fue analizada mediante
analisis de correlacion utilizando el coeficiente de correlacion de Pearson para establecer las

relaciones entre las variables.

3.6.5 Analisis de conglomerados

Los datos obtenidos como componentes principales fueron, adicionalmente, utilizados
para clasificar las distintas unidades experimentales y formar grupos de tratamientos de
comportamiento similar. Para esto, se realiz6 un analisis de conglomerados no jerarquico,

obteniéndose 4 grupos de tratamientos, segin el método de agrupacion de Ward.
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4. PRESENTACION DE RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacion se presentan los resultados obtenidos para las variables analizadas,
diferenciando los tratamientos en base a las especies de hongo inoculadas, los aditivos aplicados

y sus tiempos de aplicacion.

4.1 pH

Como se observa en los graficos Al, A2, B1 y B2 de la Figura 4, se registr6 un aumento
en los valores de pH a medida que se avanzaba en la duracion del proceso de compostaje. Como
valores extremos, se observd un aumento en los valores de pH de 3,42 en el dia 0 a 8,53 al dia
126 cuando se considerd la aplicacion de Al,O5 en los tratamientos inoculados con C. rigida,
aplicado al final del estudio.

En general, se observé una tendencia mantenida del aumento de los valores de pH a
medida que transcurria el tiempo de compostaje. Asi, el valor de pH mas alto fue de 9,14 en el
dia 126 en tratamientos donde se inocul6 el hongo P. ostreatus. Segun Garcia (1991) el pH
optimo de crecimiento del micelio de P. ostreatus fluctia entre 5,5 y 6,5, siendo una variable
fundamental en el crecimiento de los hongos. Como media global, se puede afadir que en este
estudio el valor de pH fue de 7,7.

Adicionalmente, como se observa en los graficos C1, C2, D1 y D2 de la Figura 4, fue
posible observar un aumento del pH conforme avanza el periodo de evaluacién. Este aumento en
los valores de pH se puede atribuir a un aumento de las bases intercambiables (Valarini et al.,
2009). En particular, cuando se evaluo la adicion de Al,O3 (ver graficos C1 y D1, Figura 4 se
observé un aumento progresivo del pH. En D1 el pH fluctud entre 6 y 8,8 a excepcién de los
tratamientos con adicion de Al,O3 y control en el tiempo O dias, importante diferencia

considerando que estos tratamientos comenzaron con valores de pH muy bajo.



Presentacion de Resultados y Discusion 19

pH

pH

pH

10 4 Al) 10
8 8
3 ©
=
o
a 4
——A O ——, O
2 - --_—A1 —_—, 1
—r—A 2 ——5 2
o o . . v '
10 1 A2) 10 C2)
8 8
6 6
x
%
“ <
2 2 4
o o
10 4
' B1) 10 4
D1)
8
-
6
6
3
4 a
2 2
o o
10 4
10 -
B2) D2)
s 8
1 6 ' |
. -
%
4 4 4
2 2
o 4 . v v v v v v v v . O + v v v v v v v v v '
o 14 28 42 S6 70 84 98 112 126 o 14 28 42 S6 70 84 98 112 126
Tiempo (dias) Tiempo (dias)

Figura 4. Evolucion del valor de pH para el residuo de paja de trigo compostado por los hongos Coriolopsis rigida
(A1, A2), Pleurotus ostreatus (B1, B2), Trametes versicolor (C1, C2) y Trichoderma harzianum (D1, D2), con
utilizacién de aditivos quimicos y distintos tiempos de aplicacion. Leyenda: C 0-control dia 14, C 1-control dia 70, C
2-control dia 112; A 0-6xido de aluminio aplicado dia 14, A 1-6xido de aluminio aplicado dia 70, A 2-6xido de
aluminio aplicado dia 112; F 0-6xido de hierro aplicado dia 14, F 1-6xido de hierro aplicado dia 70, F 2-6xido de
hierro aplicado dia 112; S 0 suelo Pemehue aplicado dia 14, S 1-suelo Pemehue aplicado dia 70, S 2-suelo Pemehue
aplicado dia 112.
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4.2 Actividad lacasa

En la Figura 5 se presentan los valores de las medias globales (luego de realizado el
analisis de las medias repetidas) para la actividad de la enzima lacasa. Los valores mas altos para
esta actividad los presentd T. versicolor en varios de los tratamientos de aplicacion de aditivos y
tiempos de aplicacion. Segun Coello (2011) los hongos que se han identificado con mayores
potencialidades de biorremediacion de suelos contaminados son Phanerochaete chrysosporium,
T. versicolor y Pleurotus spp. Por el contrario, los valores mas bajos para esta variable se
observaron en los tratamientos inoculados con el hongo T. harzianum. De todas formas, el mejor
aditivo en este hongo en particular fue Al,Ozaplicado el dia 70 del proceso de compostaje.

En la Figura 5 se muestra la evoluciéon temporal de la actividad lacasa. Cabe mencionar
que el aditivo que, en términos generales, favorecid6 mayores actividades lacasa fue Fe,O3 en
particular cuando fue aplicado en el dia 70, seguido por Al,O3 en el dia 112 y suelo en el dia 112
en la cepa T. versicolor. En tanto C. rigida y P. ostreatus de la Figura 6 se observa un aumento
de la actividad de esta enzima a través del tiempo. Puntualmente, cabe destacar que como se
observa en el grafico A2 (C. rigida), el aditivo S2 (suelo aplicado el dia 112), hacia el final del
periodo, la actividad lacasa registré una marcada disminucion. En contraposicion a lo observado
en términos globales (Figura 5), F1 en C rigida (Figura 6) registrd una disminucién constante en
la actividad de esta enzima. En el grafico B1, Al,O; aplicado en el dia 70 generd un aumento de
la actividad, que fue maxima a los 126 dias del proceso de compostaje.

En la Figura 6, T. versicolor, se registrd un aumento marcado de esta actividad comparado
con las otras tres especies de hongos, destacando por sobre todas Fe,Os aplicado al dia 14 del
proceso de compostaje (al inicio del mismo). Este aspecto podria ser muy importante, porque
aungue la finalidad de la aplicacion de este oxido era la formacién de complejos organometalicos
mas estables en el proceso de compostaje, este aditivo podria estar ejerciendo un efecto catalitico
sobre la funcion de esta enzima en particular. También el tratamiento con Fe;Oz en el hongo T.
harzianum mostr6 una marcada actividad, la que sin embargo fue bastante irregular en
comparacion con T. versicolor. En el T. harzianum de la Figura 6 se observa igualmente que el
tratamiento FO generd una actividad marcadamente alta, pero solo hasta el dia 42 del estudio,

desde cuando comienza un descenso constante de la actividad enzimatica.
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Figura 5. Actividad media de la enzima Lacasa (U L™) en un compostaje de paja de trigo por los hongos Coriolopsis
rigida (A), Pleurotus ostreatus (B), Trametes versicolor (C) y Trichoderma harzianum (D), con utilizacién de
aditivos quimicos y distintos tiempos de aplicacién. Tratamientos: C 0-control dia 14, C 1-control dia 70, C 2-control
dia 112; A 0-6xido de aluminio aplicado dia 14, A 1-6xido de aluminio aplicado dia 70, A 2-6xido de aluminio
aplicado dia 112; F 0-6xido de hierro aplicado dia 14, F 1-6xido de hierro aplicado dia 70, F 2-6xido de hierro
aplicado dia 112; S 0 suelo Pemehue aplicado dia 14, S 1-suelo Pemehue aplicado dia 70, S 2-suelo Pemehue
aplicado dia 112.Letras distintas indican diferencias significativas de las medias (Tukey P<0,05).
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Figura 6. Evolucion de la enzima Lacasa en U L™ para residuos compostado por los hongos Coriolopsis rigida (A1,
A2), Pleurotus ostreatus (B1, B2), Trametes versicolor (C1, C2) y Trichoderma harzianum (D1, D2), con utilizacién
de aditivos quimicos y distintos tiempos de aplicacion. Leyenda: C 0-control dia 14, C 1-control dia 70, C 2-control
dia 112; A 0-6xido de aluminio aplicado dia 14, A 1-6xido de aluminio aplicado dia 70, A 2-6xido de aluminio
aplicado dia 112; F 0-6xido de hierro aplicado dia 14, F 1-6xido de hierro aplicado dia 70, F 2-6xido de hierro
aplicado dia 112; S 0 suelo Pemehue aplicado dia 14, S 1-suelo Pemehue aplicado dia 70, S 2-suelo Pemehue
aplicado dia 112.
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En el sentido contrario, los menores valores para esta actividad se registraron en los
tratamientos con el hongo T. harzianum. Segin Romero et al., (2009) T. harzianum, produce
enzimas hidroliticas que degradan componentes de la pared celular de muchos organismos, que
luego pueden ser utilizados como fuente de nutrientes. Sin embargo, enzimas con capacidad
ligninolitica no han sido descritas en este hongo, por lo que los valores encontrados en estos
tratamientos son atribuibles a las poblaciones naturales de microorganismos que colonizaron el

sustrato.

4.3 Enzima manganeso peroxidasa (MnP)

En la Figura 7 se presentan los valores de las medidas repetidas a lo largo del estudio para
la enzima MnP. Nuevamente, los valores mas altos los presenta T. versicolor y los mas bajos T.
harzianum, que se explica por los mismos hechos que los descritos para el caso de la lacasa
(Romero et al., 2009). Cabe mencionar que el aditivo Fe,O3 aplicado el dia 70 tuvo diferencias
significativas comparado con los otros dos, coincidiendo con los valores de la enzima lacasa;
seguido por Fe,03 aplicado en el dia 112 y suelo en el dia 112, todos ésto pertenecientes al hongo
T. versicolor (ver Figura 7). Adicionalmente, también C. rigida present6 valores altos para esta
actividad, pero también fue bastante efectiva la adicion de Al,O3 (y Fe;,O3) aplicado el dia 14 del
estudio. Fue destacable también que el hongo T. versicolor generd diferencias significativas
respecto de los otros hongos para esta actividad enzimatica.

En la Figura 8 se muestra la evolucién en el tiempo de la actividad MnP. Puntualmente,
para C. rigida se observa un comportamiento bastante irregular de la actividad para los
tratamientos A0 y A2, el tratamiento F2 presentd una marcada actividad en el Gltimo periodo. Por
otra parte, P. ostreatus después de aplicado el segundo tratamiento, hubo una disminucion de la
actividad enzimatica en todos los aditivos. Para P. ostreatus (grafico B1) en el dia 84 se presento
un aumento considerable de la actividad de esta enzima hasta el dia 112, y después de aplicada la

Gltima dosis se observd una marcada disminucion.
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Figura 7. Actividad media de la enzima MnP (U L) en un compostaje de paja de trigo por los hongos Coriolopsis
rigida (A), Pleurotus ostreatus (B), Trametes versicolor (C) y Trichoderma harzianum (D), con utilizacién de
aditivos quimicos y distintos tiempos de aplicacién. Tratamientos: C 0-control dia 14, C 1-control dia 70, C 2-control
dia 112; A 0-6xido de aluminio aplicado dia 14, A 1-6xido de aluminio aplicado dia 70, A 2-6xido de aluminio
aplicado dia 112; F 0-6xido de hierro aplicado dia 14, F 1-6xido de hierro aplicado dia 70, F 2-6xido de hierro
aplicado dia 112; S 0 suelo Pemehue aplicado dia 14, S 1-suelo Pemehue aplicado dia 70, S 2-suelo Pemehue
aplicado dia 112. Letras distintas indican diferencias significativas de las medias (Tukey P<0,05).
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En la Figura 8 se muestra una irregular actividad MnP a lo largo del estudio. En T.
versicolor en el aditivo Al,O3 aplicado al dia 70 mostré un fuerte aumento de la actividad hasta el
dia 28, donde se generd una marcada inflexion y una posterior disminucion de la actividad. Por
su parte, T. versicolor (grafico C2) en el dia 70 se produjo una disminucion de la actividad, pero

luego de ese punto se produjo un aumento considerable dentro de los tratamientos.

4.4 Enzima beta-glucosidasa

En la Figura 9 se presentan los valores medios globales de la actividad beta-glucosidasa.
Las actividades mas altas las presentd T. versicolor y las mas bajos T. harzianum, en
concordancia con las demas actividades antes descritas. Cabe mencionar que el aditivo que
mayores incrementos generod en esta actividad en particular fue el Al,O3, cuando fue aplicado en
el dia 14 y suelo aplicado en el dia 112 del proceso de compostaje, seguido por Al,O3 aplicado en
el dia 112, en todos los casos en los tratamientos donde se inocul6 el hongo T. versicolor.
Importante destacar que para esta actividad en particular el hongo T. versicolor (como factor
principal -hongo-) posee diferencias estadisticas significativas respeto de los otros hongos.

Coriolopsis rigida también presentd una alta actividad enzimatica, aunque mas
puntualmente en los tratamientos donde se us6 como aditivo A0, FO, C1, y S1. Por otra parte, en
la Figura 10 se puede observar que se produjo una actividad enzimatica que fue bastante irregular
a lo largo del tiempo, dentro de los 126 dias para todos los hongos, pero en particular para C.
rigida, donde la actividad comenz6 siendo alta desde el dia 0, para luego en el dia 14 bajar de
forma drastica. Para P. ostreatus la actividad fue alta inicialmente, para luego igualmente bajar de
forma constante dentro de todo el periodo hasta el final del estudio. En la Figura 10, T. versicolor
presentd una disminucion de la actividad durante el tiempo, destacando también que T.
harzianum comenzaron siendo altas y bajaron su actividad desde el dia 14, para luego volver a

presentar incrementos en la actividad a medida que transcurrio el tiempo.
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Figura 9. Actividad media de la enzima Beta-Glucosidasa en umol PNG g™ h™ en un compostaje de paja de trigo por
los hongos Coriolopsis rigida (A), Pleurotus ostreatus (B), Trametes versicolor (C) y Trichoderma harzianum (D),
con utilizacion de aditivos quimicos y distintos tiempos de aplicacion. Tratamientos: C 0-control dia 14, C 1-control
dia 70, C 2-control dia 112; A 0-6xido de aluminio aplicado dia 14, A 1-6xido de aluminio aplicado dia 70, A 2-
oxido de aluminio aplicado dia 112; F 0-6xido de hierro aplicado dia 14, F 1-0xido de hierro aplicado dia 70, F 2-
oxido de hierro aplicado dia 112; S 0 suelo Pemehue aplicado dia 14, S 1-suelo Pemehue aplicado dia 70, S 2-suelo
Pemehue aplicado dia 112. Letras distintas indican diferencias significativas de las medias (Tukey P<0,05).
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Figura 10. Evolucion de la enzima Beta-Glucosidasa en umol PNG g™ h™ para residuos compostado por los hongos
Coriolopsis rigida (Al, A2), Pleurotus ostreatus (B1, B2), Trametes versicolor (C1, C2) y Trichoderma harzianum
(D1, D2), con utilizacion de aditivos quimicos y distintos tiempos de aplicaciéon. Leyenda: C 0-control dia 14, C 1-
control dia 70, C 2-control dia 112; A 0-6xido de aluminio aplicado dia 14, A 1-6xido de aluminio aplicado dia 70, A
2-6xido de aluminio aplicado dia 112; F 0-6xido de hierro aplicado dia 14, F 1-6xido de hierro aplicado dia 70, F 2-
oxido de hierro aplicado dia 112; S 0 suelo Pemehue aplicado dia 14, S 1-suelo Pemehue aplicado dia 70, S 2-suelo
Pemehue aplicado dia 112.
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4.5 Analisis de conglomerados y correlaciones

En la Figura 11 se presentan los resultados para el analisis de conglomerados de las
distintas combinaciones hongo/aditivo/tiempo de aplicacion utilizadas. El analisis arrojo la
conformacion de cuatro grupos de tratamiento similares, en el cual el primero de ellos posee 14
tratamientos en total, donde se concentran preferentemente tratamientos con T. versicolor (7 en
total), en particular con adicién de suelo alofanico. Otra especie que resultd bastante similar en
forma global a T. versicolor fue P. ostreatus, que ocupd 5 de los 14 tratamientos agrupados en
este conglomerado. Cabe destacar igualmente que la mitad de los aditivos de este cluster son con
uso de suelo alofanico como aditivo. Cabe destacar que estos conglomerados se establecieron
utilizando como variables de clasificacién las dos primeras componentes principales utilizadas
del analisis factorial. Estas componentes presentaron una alta relacion lineal con las actividades
enzimaticas, en particular Lacasa y MnP, por lo que se puede asumir que son los tratamientos o
que en mayor medida presentaron actividades ligninoliticas destacables. Por el contrario, existen
dos cluster donde se concentra una gran cantidad de tratamientos de T. harzianum, que corrobora
igualmente las menores actividades enzimaticas de este hongo.

Finalmente, en el Cuadro 2 se presentan las correlaciones lineales entre las variables
analizadas. En particular, se observa una muy alta correlacion entre ambas actividades
ligninoliticas (r=0,945; p<0,001), que sugiere la presencia de especies de hongos mas eficientes
en el proceso de degradacion de los materiales lignoceluldsicos por una mayor actividad de estas
dos enzimas de forma conjunta. Respecto del pH, aungque con un valor r mucho menor, el pH
también correlacion6 de forma positiva con estas enzimas, lo que se puede deber a la
prolongacion del tiempo de estudio, y la correlacion s6lo con las medias globales, ya que de
forma puntual es bien sabido que las mayores actividades de estas enzimas se da a pH
fuertemente acidos. La actividad beta-glucosidasa por el contrario, no se relaciond con ningdn

otro parametro analizado.
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Figura 11. Analisis de conglomerados jerarquicos para las variables del estudio en los distintos tratamientos con uso
de los hongos Coriolopsis rigida (CR), Pleurotus ostreatus (PO), Trametes versicolor (TV) y Trichoderma
harzianum (TH), con utilizacién de aditivos quimicos y distintos tiempos de aplicacién. Leyenda: C 0-control dia 14,
C 1-control dia 70, C 2-control dia 112; A 0-6xido de aluminio aplicado dia 14, A 1-6xido de aluminio aplicado dia
70, A 2-6xido de aluminio aplicado dia 112; F 0-6xido de hierro aplicado dia 14, F 1-6xido de hierro aplicado dia 70,
F 2-6xido de hierro aplicado dia 112; S 0 suelo Pemehue aplicado dia 14, S 1-suelo Pemehue aplicado dia 70, S 2-
suelo Pemehue aplicado dia 112.
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Cuadro 2. Matriz de correlaciones lineales entre las diferentes enzimas analizadas lacasa, manganeso peroxidas,
Beta glucosidasa y pH.

Matriz de correlaciones?

LACASA MNP PH BETA

Correlacion LACASA 1,000 ,945 ,642 -,116
MNP ,945 1,000 ,624 -,120
PH ,642 ,624 1,000 -,266
BETA -,116 -,120 -,266 1,000

Sig. (Unilateral)  LACASA ,000 ,000 ,216
MNP ,000 ,000 ,207
PH ,000 ,000 ,034
BETA ,216 ,207 ,034

a. Determinante = 5,777E-02
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5. CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos, y al analisis de los datos, se puede observar claramente
que la posibilidad de mejorar la transformacion de restos de cosecha de cereales para ser
utilizados como enmienda en suelos puede ser basada en el uso conjunto de herramientas
quimicas, como la aplicacion de compuestos quimicos que pueden actuar como catalizadores o
estabilizantes, en conjunto con organismos con conocida actividad lignocelulésica. En lo

particular, del desarrollo de esta tesis se puede concluir que:

-) La especie de hongo que promovid los mejores resultados en actividades degradativas de la
paja de trigo fue Trametes versicolor, seguido por Pleurotus ostreatus, que demuestra la
factibilidad de usar ecotipos autdéctonos como los que estan disponibles a nivel comercial para
potenciar procesos de compostaje de residuos con altas relaciones carbono/nitrégeno.

-) El compuesto quimico que presentd mayores incrementos en las actividades enzimaticas, en
especial lacasa y manganeso peroxidasa, fue Fe,QOgz, en particular cuando se aplico el dia 70 de
duracién del proceso de compostaje. Adicionalmente, el suelo alofanico utilizado como aditivo,
también presentd importantes incrementos de las actividades enzimaticas en todos los tiempos de

aplicacion.

-) La utilizacion de T. versicolor en conjunto con alguna alternativa de aditivo (oxido o suelo
alofanico) podria ser una de las mas apropiadas alternativas para mejorar el proceso de
compostaje de restos vegetales con altos contenidos de ligninas y celulosas.

-) Por ultimo, la irregular evolucion temporal de las actividades enzimaticas limitd su uso como
indice de eficiencia de compostaje, por lo que requiere ser complementado con la determinacion

de sustancias humicas formadas en el proceso.
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6. RESUMEN

La utilizacion de hongos degradadoras de materiales ricos en lignina y celulosa, en
conjunto con el uso de estabilizantes quimicos, surge como una alternativa para el manejo de
desechos agricolas, con la finalidad de obtener materiales compostados para ser utilizados como
enmiendas en suelos agricolas o en recuperacion de suelos degradados. Por lo anterior, el
objetivo de este estudio fue analizar la variacion temporal de las actividades enzimaticas
lignocelulésicas y de actividad microbiana, y determinar su utilidad como indicador de la
efectividad de aislados autdctonos de hongos saprobios en procesos de compostaje de residuos de
cosecha de cereales producidos en el sur de Chile. Para esto se utilizaron aislados de cuatro
especies de hongos: Trametes versicolor, Trichoderma harzianum, Pleurotus ostreatus y
Coriolopsis rigida, los que fueron adicionados o no estabilizantes quimicos (6xidos de hierro o
aluminio y arcillas alofanicas), los que se incorporaron al cabo de 2, 10 ¢ 16 semanas de iniciado
el proceso de compostaje. Se evaluaron tres actividades enzimaticas: lacasa, manganeso
peroxidasa y beta-glucosidasa. Los resultados mostraron que T. versicolor presentd los valores
mas altos para la actividad lacasa y manganeso peroxidasa en la mayoria de los tratamientos de
aplicacion de aditivos y tiempos en que fueron aplicados. Tanto 6xido de hierro como suelo
alofanico promovieron mayores actividades durante el proceso de compostaje. Una alta
correlacién entre la actividad de las enzimas lacasa y MnP fue encontrada (r=0,945; p<0,001). El
analisis de conglomerados mostr6 una alta homogeneidad en los resultados globales presentados
por los tratamientos con T. versicolor con adicién de suelo alofanico y 6xido de aluminio, siendo
el grupo que presentod las mayores actividades de forma global durante todo el experimento. Estos
resultados sugieren que la adicion de algunos compuestos quimicos puede incrementar la
actividad degradativa de las enzimas lignocelulésicas, que es de vital importancia en la
mineralizacion y estabilizacién de residuos con altos contenidos de estos componentes organicos,

como paso previo a procesos de humificacién y su aplicacion al suelo.
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7. SUMMARY

The use of lignin and cellulose degrading fungi, together with the use of chemical
stabilizers arise as an alternative for the handling of agricultural wastes in order to obtain
composted materials to be used as amendments in agricultural soils or with the aim to restore
degraded soils. Therefore, the aim of this study was to analyze the time-course variation of
lignocellulosic enzyme and microbial activity, to evaluate its usefulness as an indicator of the
effectiveness of native saprobe fungal strains in composting processes using cereal crop residues
produced in southern Chile. For this, strains of four fungi species: Trametes versicolor,
Trichoderma harzianum, Pleurotus ostreatus and Coriolopsis rigida were used ina a composting
process, added or not with chemical stabilizers (aluminum or iron oxides and allophanic clays),
which were incorporated after 2, 10 or 16 weeks of the initiation of the composting process.
Three enzymatic activities: laccase, manganese peroxidase and beta-glucosidase were evaluated.
The results showed that T. versicolor present the higher values for manganese peroxidase and
laccase activities in the most of treatments and additives application irrespective of the time at
which the additives were applied. Both iron oxides as allophane soil promoted high activities
during the composting process. A high correlation between the activity of laccase and MnP
enzymes was found (r = 0.945, p <0.001). The cluster analysis showed a high homogeneity in the
overall results presented by T. versicolor treatments with addition of allophanic soil and
aluminum oxide, being the group with the highest mean activities throughout the experiment.
These results suggest that the addition of some chemicals compounds can increase the
degradation activity of lignocellulosic enzymes, which is highly important in the mineralization
and stabilization of wastes with high content of these organic components, as a prior step to the

humification processes and its application to the soil.
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