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Resumen

Se ha evaluado la produccién micoldgica de Lepista nuda, llamada
“pie azul”’, un hongo basidiomiceto de pudricion blanca, en sustrato
con hojas de olivo para ser aplicada como un sistema de aprove-
chamiento medioambiental sostenible de la biomasa generada por
las almazaras. La seta que desarrolla es un excelente comestible
y, gracias a su versatil complejo enzimatico, el micelio puede ser
aplicado a la descomposicion de residuos vegetales procedentes
de agroindustrias. El objetivo principal de la investigacion es de-
mostrar la posibilidad para producir setas de L. nuda sobre sustra-
to con hojas de olivo y evaluar su productividad. Los resultados fi-
nales han corroborado las hipdtesis iniciales. Al cabo de cuatro se-
manas ftras la inoculacién, todo el sustrato quedo invadido y coloni-
zado por el hongo.

Palabras clave: Biomasa oleicola, Biotecnologia fungica, Eficiencia
medioambiental, Pie azul, Producciéon micolégica, Residuo vegetal
solido.

Abstract

The cultivation of Lepista nuda in substrate with olive tree leaves,
for the use of agro-industrial by-products in oil mills

The mycological production of Lepista nuda, known as "wood
blewit", a white rot basidiomycota fungus, was evaluated on sub-
strate with olive tree leaves, in order to be applied as an environ-
mentally sustainable use of the biomass generated by the oil mills.
Its mushroom is an excellent edible and, thanks to its versatile en-
zymatic complex, the mycelium can be applied to the decomposi-
tion of vegetable waste from agro-industries. The main objective of
this research is to demonstrate the possibility to produce mush-
rooms from L. nuda on substrate with olive tree leaves and evalu-
ate its productivity. The final results corroborated the initial hypo-
thesis. Four weeks after inoculation, the whole substrate was in-
vaded and colonized by the fungus.

Key words: Olive mill biomass, Fungal biotechnology, Environmental
efficiency, Wood blewit, Mycological production, Solid vegetalble
waste.
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Introduccion

El aprovechamiento de los subproductos de la in-
dustria y agricultura en sintonia con la sostenibili-
dad medioambiental, constituye una medida com-
plementaria que cada vez recobra mas relevancia.

Muchas actividades agricolas, como el olivar y
su industria: las almazaras, generan una gran
cantidad de residuos vegetales, destacando la
hoja, que actualmente se utiliza para la elabora-
cion de abonos organicos, combustion de biomasa
y la industria cosmética (hidroxitirosol).

Un empleo desconocido es el uso de hojas de
olivo (Olea europaea L. subsp. europaea) para el
cultivo de setas, como paso intermedio a ulterio-
res aplicaciones ya resefiadas, aportando valor
afiadido al subproducto de la hoja de olivo. Lepis-
ta nuda (Bull.)) Cooke, llamada popularmente
como “pie azul” (Guinberteau et al. 1989), es co-
nocida en las distintas regiones de la Peninsula
Ibérica, donde tradicionalmente se recolecta en es-
tado silvestre por su alto valor culinario y su
atractivo color.

L. nuda es un basidiomiceto perteneciente al
orden de los Agaricales, familia Tricholomataceae
(Hawksworth et al. 1995), quedando englobada
bajo un género que consta de unas 30 especies
distribuidas por toda Europa (Gamundi & Horak
1993, Stamets 1993). Se trata de un hongo muy si-
milar o emparentado a otros géneros de setas,
como son los tricolomas o los clitocibes. También
mantiene una similitud con los géneros Rhodocy-
be 'y Melanoleuca.

En cuanto a sus caracteristicas morfologicas,
L. nuda posee un tamatfio de pileo que oscila entre
6 y 12 cm, con laminas malvas, densas o apreta-
das y adnatas, un estipe fibroso y cilindrico, espo-
ras elipsoidales y blancas (tonos lila) y una cuticu-
la que toma un atractivo color azul-violeta, desde
afiil a parpura violado (Calonge 2011). Carne fra-
gil, con olor, sabor agradable a fungico/afrutado,
que mas tarde, al envejecer, torna a tierra o a
moho.

El héabitat mas usual de L. nuda suelen ser los
bosques de coniferas y Quercus, sin preferencias
de suelo, en sitios bien abonados con abundante
materia organica y abundante hojarasca. Suele
aparecer principalmente durante todo el otofio,
siendo una de las setas mas tardias en aparecer,
que a veces puede ocupar parte de la estacion in-
vernal. También se puede dar en primavera, sobre
todo si se dan lluvias abundantes y la temperatura

es la optima para su crecimiento y desarrollo
(Gaitan-Hernandez & Baez 2008).

Propiedades nutricionales y medicinales de
Lepista nuda

Se conoce que L. nuda consumida en crudo puede
provocar a ciertas personas trastornos gastricos,
por lo que se aconseja ingerirla siempre cocinada.
Tiene propiedades beneficiosas para bajar la pre-
sion arterial.

L. nuda tiene propiedades antitumorales hacia
algunos unos tipos de cancer, antioxidantes que
ayudan a combatir los radicales libres, ayuda fren-
te a enfermedades neurodegenerativas, estimula el
sistema inmune, ayuda contra la diabetes (Volz
2000), reduce la presion arterial y posee propieda-
des antimicrobianas frente a distintos tipos de bac-
terias (Dulger et al. 2002, Ying et al. 1987). Asi-
mismo, se sabe que L. nuda, en su medio natural,
es capaz de parasitar las colonias de bacterias y
actuar como un controlador de las mismas, las
cuales lo alimentan de nitrégeno. (Barrén 1988,
1992).

Referencias al cultivo de Lepista nuda

El origen del cultivo de L. nuda proviene de Fran-
cia y de otros paises europeos como Holanda,
donde se la considera una seta muy apreciada.
Aunque se ha realizado una gran labor por culti-
varla, siempre ha presentado algunas complicacio-
nes en cuanto a su productividad y su largo y lento
ciclo vital, por lo que toda la produccién de L.
nuda que podemos encontrar en los mercados es-
pafioles proviene de Francia. Los cultivadores mas
atrevidos y las pocas empresas que la explotan, lo
hacen sobre compost tradicional de champifion
(Agaricus L.: Fr. Emend Karst.), con un pH lige-
ramente superior al neutro y aplicando choque frio
para la induccioén de cuerpos fructiferos (Stott et
al. 1996). Hay autores franceses, como Huart
(2001) y Delmas (1989), que hablan de los para-
metros mas acordes para el cultivo de L. nuda, es-
timando una produccién que oscila entre los 3 y 6
kg/m®. Otros autores hablan de una produccion de
12 kg/m* y 90 kg de sustrato. Todo ello, en un lap-
so de tiempo de aproximadamente seis meses con-
tando desde que se inicia la incubacién. (Pinto et
al. 2013).

La hoja de olivo

Los residuos vegetales procedentes de la limpieza
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de aceitunas en las almazaras han experimentan-
do, junto al modelo agronémico usado para culti-
var el olivo, importantes variaciones en volumen
y composicion. Durante los ultimos afios ha veni-
do produciéndose un considerable aumento de la
superficie oleicola cultivada y de los rendimientos
obtenidos, debido a la intensificacion y mejora de
las labores agrondmicas (puesta en riego, fertiliza-
cion, fitosanitarios...). Este importante aumento
en la produccion ha ido acompaiiado de no meno-
res cambios en la recogida y transporte de las
aceitunas. El vareo mecanizado, la sopladora, ba-
rredora y la optimizacion econdmica de costes han
cambiado el volumen y la composicion de los re-
siduos de limpieza por hectarea. Las almazaras re-
ciben ahora mas hoja, pero a veces muy descom-
puesta (la hoja seca y en descomposicion aumenta
con el barrido) y con adhesiones de materia grasa
(debido al aumento de presion que ocasiona el
trasportar grandes volimenes de aceitunas), que,
dependiendo de la climatologia o de como se rea-
lice la recogida, suele ir generalmente sucia y con-
taminada por tierra.

En la produccion anual de aceites de oliva se
genera un volumen considerable de residuos agro-
industriales, cuyo tratamiento y aprovechamiento
se va investigando permanentemente. Un tipo de
residuo es la materia organica generada por la
poda o la hojarasca de olivos, que proporciona
una biomasa de aproximadamente 20 kg por arbol
y afo en Espafia. Se trata de un material vegetal
muy abundante y completamente renovable, lo
que justifica el esfuerzo cientifico-técnico para
buscar aplicaciones medioambientales e idear pro-
cesos de aprovechamiento sostenible. Respecto a
esto ultimo, han sido numerosos los estudios de
composicion quimica relativos a la hoja o el ra-
mon de olivo (Cara et al. 2007), actividad biologi-
ca de sus extractos y posibles aplicaciones, lo cual
hizo que se comercializaran extractos de hoja de
olivo para su aprovechamiento en cosmética o ali-
mentacion animal, pero también ha sido usada por
las plantas de compostaje, junto a otros residuos
organicos, y de biomasa (producir electricidad: su
poder calorifico es de unos 4.378 kcal/kg de mate-
ria seca) (Callejo-Lopez et al. 2010, Guinda
2006).

Aprovechamiento de la hojarasca de olivo
para el cultivo de Lepista nuda

La idea surgi6 en las multiples visitas de campo

que realiz6 este grupo de investigacion por los oli-
vares de la campifia y la sierra cordobesa, donde
observaron el crecimiento y la fructificacion de L.
nuda sobre hojarasca de olivo generada el afio an-
terior, estando ya bien descompuesta.

Sabiendo que L. nuda en su habitat natural se
desarrolla sobre zonas con un gran volumen de
hojarascas y otro tipo de materia organica, se ided
el aprovechar este subproducto y darle un valor
afiadido para la produccion en cultivo de una seta
autoctona como L. nuda, de alto valor comercial y
gastronémico. Ademads, este aprovechamiento
ecologico podria presentar un gran interés para ser
aplicado a los desechos de hoja de olivo que, afio
tras aflo, generan las almazaras, cuyo destino prin-
cipal suelen ser las plantas de biomasa.

Objetivos de la experimentacion

» Conocer la posible produccion de cuerpos
fructiferos o setas, por area delimitada, de L.
nuda sobre sustrato con hoja de olivo proce-
dente de almazara.

« Observar en tiempo: dia de aparicion de pri-
mordios fructiferos, dias necesarios para la
formacion de setas, tiempo de siembra y perio-
do de incubacion.

Materiales y métodos

Se ha prestado especial atencion al nimero de
cuerpos fructiferos producidos, el peso de los mis-
mos, tanto bruto como neto, los posibles abortos,
el ciclo de cultivo, la ventilacion, las irrigaciones
de agua, los posibles contaminantes por hongos y
bacterias, las plagas, el olor, sabor, color y tamafio
de las setas, etc.

Se realizaron un total de diez replicas a igual-

dad en condiciones medioambientales de luz, hu-
medad, temperatura y nivel de diéxido de carbono
(CO2). Asimismo, se us6 la misma capacidad para
los envases, idéntico peso de micelio en cada en-
sayo, igual método de siembra y se midio el tiem-
po transcurrido en dias.
Semilla o micelio: la semilla utilizada, micelio de
L. nuda en grano de centeno pertenece a laborato-
rios Micelios Fungisem S.A, Autol, La Rioja, una
empresa con gran experiencia y una larga trayec-
toria profesional en el cultivo de hongos comesti-
bles.

Sustrato: como sustrato base, ha sido empleada la
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hojarasca vieja de olivo procedente de la provin-
cia de Cordoba. Para cultivo industrial se utiliza-
ran bolsas o cajas con 20 kilos de hojarasca ya
preparada (humeda) y 250 gramos de semilla (L.
nuda). En esta experimentacion se ha usado una
relacion semilla‘hoja mucho mas elevada, 450 g
de hoja para 200 g de semilla, con el cometido de
incrementar el potencial de indculo y acelerar asi
la produccioén de setas.

Cobertura: la cobertura usada para el cultivo, ha
sido una mezcla de materiales organicos e inorga-
nicos, tales como turba de Sphagnum (Canna-
boom S.L.), fibra de coco, perlita gruesa, compost
organico y abono mineral. La cantidad total de
materia organica que ha contenido el sustrato ha
sido de un 65 % a un pH neutro (7) (Fig. 1).
Envases: Se utilizaron cajas de poliestireno ex-
pandido (EPS) blanco y con tapa. Tamafio exterior
e interior, 31x23x12 cm y 28,5x20, 5x9,5 cm res-
pectivamente. Capacidad 5.550,375 cm®.

Cobertura de turba

Hojarasca de olivo mezclada
con micelio de Lepista nuda

(vista interior)

Respiradero
de aire

Figura 1. Esquema de la caja y materiales usados en esta
experimentacion.

Figure 1. Scheme of the used box and materials for this
experiment.

Preparacion, inoculacién e incubacién

1. Se empled como sustrato empleado hoja de
olivo. Se pasteurizd por un tiempo de 45-60
minutos y usando un modo artesanal en cubo
de zinc. No hizo falta picarlo, puesto que la
hoja tiene un buen tamafio. Una vez pasteuri-
zado, se procedié a escurrirse hasta quedar el
sustrato con un 70 % de humedad.

2. La cantidad de sustrato por envase fue de 400
gramos de hoja ya preparada (humedecida).

3. La cantidad de semilla o in6culo fue a razén

de 250 gramos por envase y se inocul6 cuando
la hoja llegd a una temperatura igual a 22 °C.
La semilla se mezclo con la hoja en el envase
usado para ello, al cual se le hicieron dos per-
foraciones, uno en cada extremo, para el inter-
cambio de gases y evitar asi un sobrecalenta-
miento del micelio en el periodo de incuba-
cion.

4. Una vez inoculado, se mantuvieron los enva-
ses cerrados con su tapa y a una temperatura
de incubacion igual a 22 °C, siempre bajo total
oscuridad en una sala ventilada periédicamen-
te para renovar el aire interior.

5. Se observo la evolucion del micelio en la fase
de incubacidn, el cual siempre tuvo un creci-
miento estable y vigoroso, propio de la buena
calidad micologica de la cepa. Se observo tam-
bién que L. nuda se adapté muy bien al sustra-
to empleado. El micelio, primeramente blanco,
fue tornandose con reflejos y tonos violetas
conforme iba madurando y colonizando el sus-
trato, que corresponde al color caracteristico
de L. nuda.

Fase para induccién de primordios

Cobertura: Una vez que estaba incubado el sus-
trato, se le aplicd una capa de cobertura de turba
de 200 gramos, 1,5-2 cm humedecido al 60-65 %,
la cual se humect6 hasta llegar al 90 % y se le re-
tir6 la tapa.

Humedad: La turba se fue humedeciendo cada
dos dias para mantener la humedad, lo cual se
aplico en todo el proceso hasta la formacion de los
primordios.

Luz: El sustrato inoculado se llevo a una sala con
luz natural, aunque tenue.

Temperatura: Se mantuvo entre los 11-14 °C.
Ventilacion: Se hacia manualmente y de forma
natural, renovando el aire dos veces al dia.

Resultados

Al cabo de cuatro semanas de haberse inoculado
el micelio de L. nuda, el sustrato qued6 completa-
mente invadido y colonizado por el hongo, tras lo
cual comenz¢ la fase de fructificacion. La grafica
de barras adjunta (Fig. 2) y la tabla 1 muestran la
produccién en gramos de cuerpos fructiferos de L.
nuda en las distintas replicas del ensayo realizado
al final de la experimentacion (4 semanas).
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Figura 2. Produccion para las 10 réplicas ensayadas.
Figure 2. Production for the 10 tested replicates.

Temp.| Humedad Tipo de luz Renovacion | N° de
(c) | (%) P deaire | dias
Incubacion | 22 65-70 ninguna Ninguna 30
Primordios | 11-14| 85-90 tenue 2 al dia 30
Crecimiento | 11-14| 75-80 tenue 2 al dia 7-15
Tamafo Tamarfio Peso total Peso
Peso . ) total
pileo estipe bruto
neto
Produccion | 75g | 5-12cm 5-10 cm 750 g 350¢g

Tabla 1. Resumen de parametros ambientales y ciclo de
produccién.

Table 1. Summary of environmental parameters and production
cycle.

Discusidon y conclusiones

Tras aplicar la cobertura, el micelio continud cre-
ciendo hasta colonizar totalmente la misma (Fig.
3-A-B). Una vez colonizada, el micelio torn6 a un
color azul-morado caracteristico de L. nuda. Pos-
teriormente, paso a color blanco y a endurecerse o
a estromatizarse, proceso que tardd cuatro sema-
nas mas. Uno de los resultados que se han obteni-
do es el crecimiento vegetativo continuado de L.
nuda hasta casi agotar todos los nutrientes. El sus-
trato de incubacion perdidé peso y volumen para
entonces, por lo que pudiera ser necesario no apli-
car la cobertura hasta la practica consumicion to-
tal del mismo, momento en el cual el micelio pasa
de color azul-morado a blanco y se endurece. Del-
mas (1989) propone, como algo indispensable,
aplicar la cobertura y, una vez colonizada por el
micelio de L. nuda y cambiar éste de color, verter
otra segunda capa justo antes de iniciarse la pro-
duccidn, para posiblemente incrementar la misma.
Huart (2001) habla sobre lo mismo pero como
algo a realizar opcionalmente. (Desrumaux et al.
2004).

A los dos meses desde que se inoculd, comen-
zaron a diferenciarse sombrerillos o primordios
(Fig. 3-C-D). Este lapso de tiempo coincide con lo

descrito por Huart (2001), donde aquellos emer-
gian rompiendo el micelio estromado. La tempe-
ratura se mantuvo entre unos valores constantes:
11-14 °C, y la turba estuvo siempre humedecida a
razon del 75-80 %. No se vario el sistema de ven-
tilacion durante todo este proceso. Las setas se
mantenian hiimedas con pulverizador entre una o
dos veces al dia y cada dos dias (periodo de humi-
ficacion). El nimero de primordios ha oscilado de
cuatro a ocho por envase con un valor medio de
seis, llegando a madurar y formar seta de dos a
cuatro por envase, siendo su media de tres unida-
des. El tiempo de maduracion de los mismos
transcurri6 entre siete y quince dias, justo antes de
retirar la primera cosecha. Se le aplicé una segun-
da capa de cobertura de 1 cm para intentar sacar
una segunda cosecha, debido a quedar ya el sus-
trato bastante gastado. El micelio comenzd nueva-
mente a colonizar la capa de cobertura. Pasados
20-30 dias y hasta los 45 dias dieron la segunda
cosecha de uno a dos ejemplares de cuerpos fruc-
tiferos, y esta vez sin abortos.

Los costes por kilogramo de materia prima que
conlleva el aplicar este aprovechamiento micold-
gico, a nivel industrial, serian: hojarasca de olivo
a 0,02 €/kg, turba de Sphagnum a 0,43 €/kg y se-
milla de L. nuda: 2 €/kg, dando un coste total de
2,45 €/kg. El precio en mercado de la seta L. nuda
es muy variable y suele oscilar entre 6 y 8 €/kg,
pudiendo llegar hasta los 10 €/kg.

La produccion por caja ha oscilado entre 55 y
120 gramos, con una media de 75 gramos por caja
y un total de produccion, para las diez replicas, de
750 gramos de setas en bruto producidas durante
las dos cosechas. El peso neto de los pileos varia
entre un 40-60 % respecto al peso bruto. Tres de
las cajas no llegaron a dar la segunda cosecha. En
la primera cosecha se obtuvo el 80 % de la pro-
duccion total y para la segunda el 20 % restante.
Los cuerpos fructiferos producidos presentan un
color azul-morado en estado joven y luego van
adoptando un tono mas palido, con colores ma-
rrén claro a blanco, un tamafio de pileo que varia
de 3-12 cm y un estipe fibroso de 5-10 cm (Fig. 3-
E-F-G-H). El tamafio de pileos y estipes puede
verse influenciado por la falta de luz u oxigeno. El
olor de la seta es fungico, agradable. Su carne
tiende a ser fragil, jugosa y de buen sabor.

En las observaciones ha podido comprobarse
que surgié un hongo contaminante que ataco al
cultivo desde los inicios de la primera cosecha y
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Figura 3. Distintas fases en el cultivo de L. nuda sobre sustrato con hojas de olivo. A-B: Micelio; C-D: Formacion de los primeros
primordios; E-H: Setas maduras cultivadas durante la experimentacién

Figure 3. Diverse stages in the cultivation of L. nuda on substrate with olive tree leaves. A-B: Mycelium; C-D: Formation of the first
primordium; E-H: Mature cultivated mushrooms of the experimentation.
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que crecia en la cobertura como un competidor,
sin atacar a las setas, el cual se ha tenido que ir
controlando, desinfectando y retirando las zonas
atacadas. Este agente infeccioso no ha resultado
ser agresivo y se presenta como un micelio blanco
grisdiceo y aéreo que posteriormente se volvia
denso y de color blanco denso. A priori, segun las
caracteristicas morfoldgicas, podria llegarse a la
conclusion de que se trataria de Trichoderma Per-
son spp., pero se ha descartado esta opcién, al no
poseer las formas tipicas de agresividad en el ata-
que y la colonizacion por las que destaca este gé-
nero de hongos.

La conclusion final a la que se llega es que la
hoja de olivo procedente de almazara puede ser
aprovechada para producir setas de L. nuda. Posi-
blemente la cosecha no haya dado su maximo ren-
dimiento a causa del hongo competidor, merman-
do la produccioén y paralizando segundas cosechas
en tres de las cajas. Las investigaciones futuras re-
lativas al cultivo de L. nuda sobre sustrato con ho-
jas de olivo podrian ir orientadas a estudiar el sus-
trato-residuo, tras haber obtenido las cosechas de
setas, para determinar su aprovechamiento me-
dioambiental como abono, material de relleno en
tierras muy erosionadas, etc. Los ensayos futuros
a realizar podrian ir enfocados a:

« Estudiar y experimentar los posibles tipos de
sustratos a emplear, su cantidad, composicion
fisico-quimica y aditivos.

- Ensayar la cantidad y calidad de micelio, la
siembra en sustrato, profundidad, humedad, el
dioxido de carbono, la luminosidad, siembra,
temperatura, etc.
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