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INTRODUCCION

El consumo de hongos comestibles es, probablem&arneantiguo como la existencia del
hombre en la tierra. Apreciados por su excelerttersa propiedades medicinales, su consumo
fue considerado un plato de reyes y su comerc@finaobjeto de materia legal durante el
Imperio Romano. En un comienzo todo el consumo diegbs dependia de la aparicion
repentina y explosiva de estos organismos en fa@itaastre, lo cual le daba cierto aire de
divino y maléfico. Esta antiquisima practica deectd de hongos comestibles se mantiene hasta
hoy en dia; sin embargo, el método de produccidnugsirregular, estacional y dependiente de

las condiciones climéaticas. (5)

Los primeros antecedentes de cultivos artificimleshongos datan del afio 600 D. C., con el
hongoAuricularia (orejas de palo) en Asia. No obstante, no estsista el afio 1650 en Francia
que se inician los primeros intentos de cultivdfieidl del champifion de Parig@aricusspp.),
originando una industria que se mantuvo en segregtstringida solamente al pais galo por
muchos afios. Actualmente se cultivan en formai@atifunas 30 especies de hongos vy, de
acuerdo a la International Society for Mushroone8ce de Inglaterra, se producen cada afo en

el mundo sobre dos millones de toneladas de hangtgados. (5)

Entre los hongos cultivados, las especies del gd?leurotus,también conocidas como hongos
ostras, han sido seleccionadas por su facilidadulttvo, y por la gran disponibilidad de
substratos para su crecimien®deurotusse caracteriza por presentar un gran sombrerajpile
carnoso, con forma de abanico semicircular, corpien(estipe) excéntrico y de diferentes
colores: blanco, gris, azuloso o café; presencidadenillas blancas amarillas, gruesas y
descendentes por el pie. Se han descrito 20 espideurotus siendo las mas cultivad®s
abalonus, P. cornucopiae, P. eryngii P. opuntiaep$treatusy P. pulmonarig?2). El desarrollo
de este tipo de cultivo es absolutamente recomémdg que requiere de una baja inversion y

es mas facil de cultivar que otros hongos. Puesfaed de cultivar sobre residuales



lignoceluldsicos, resultado de las actividades iadustriales; el interés por el problema de la
contaminacion del ambiente y la aplicacion de tkagias limpias ha alcanzado importancia en
los ultimos afios. Ecuador no es ajeno al mismoddedia acumulacion de grandes volimenes
de residuos producto de la actividad agroindusteapecialmente en ciertas zonas del pais

debido a la falta de conocimiento en el manejo aprovechamiento integral sobre residuos

De esta forma contribuye a un grave problema artddieproducido por la actividad
agroindustrial. Asi uno de los problemas que pteskenproducciéon de maiz en Ecuador es la
eliminacioén de sus residuales (tuzas, rastrojojgfl@ue se producen después de la recoleccion
y desgranado del mismo, este residual no contigrggin uso a pesar de contener nutrientes que
facilitaria el crecimiento de microorganismos b&w&. En nuestro pais se producen alrededor
de 571039 tm de maitNEC, MAG,SICA 1997) , 492428 Ton corresponden a lo que es maiz
duro (choclo y seco) de la Costa y 78611 Ton somdiz suave (choclo y seco) de la Sierra.
Luego del proceso que conlleva a obtener los grdeomaiz, sélo entre el 30 al 35 % del
producto es aprovechado como grano y el resto(08b),7es desechado como un residuo, en el
mejor de los casos es utilizado como alimento gam@ado y el resto eliminado al medio
ambiente sin darle algun tratamiento previo(14).0iém en la zona central se cultiva quinua
produciendo elevados volimenes de residuo en fodmarastrojos que son utilizados
principalmente por las comunidades rurales coreotkide energia o lefia . Pero que pueden
ser aprovechados vy darles un uso de mayor immiataha aplicacion de tecnologias
biotecnolégicas como la Fermentacién en Estadal&ofiermite un aprovechamiento integral

de estos residuos y a la vez contribuye a mantenequilibrio en el entorno.

Los elevados volimenes de residuos y su composigidmica han permitido que sean
considerados para utilizarlos como potencialesratiost para la produccion del hongo
comestiblePleurotus ostreatus var florigadando asi un valor agregado a los mismos. En
estudios previos realizados en sustratos de eaistatas similares a las de la quinua y la tuza

de maiz; obteniendo excelentes resultados, apramdolel poder de biodegradacién que tienen



estos hongos sobre los desechos agricolas pasfotraarlos en sus formas fructificantes de

alto poder nutricional. (21)

La presente investigacion se llevo a cabo en Itmizdorios de Microbiologia y Biotecnologia
de la Facultad de Ciencias, con el financiamiemiocdnvenio ESPOCH-SENACYT, de esta
forma dando de esta forma una alternativa de wolupara disminuir el impacto producido por
las actividades agroindustriales, que generan watitisnenes de residuos (rastrojo de quinua y

tuza de maiz) altamente contaminantes.

OBJETIVO GENERAL

» Comprobar que los residuos de maiz y quinua puseepotenciales sustratos para el

cultivo de hongos comestibleBleurotus ostreatus”.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar los residuos (rastrojo de quinua ggude maiz).
2. Obtener la cepa del hon§deurotus ostreatus
3. Determinar el rendimiento, eficiencia biolégicargqocidad de la biomasa fangica.

4. Caracterizar la biomasa fungica obtenida.
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1. MARCO TEORICO

1.1 IMPACTO AMBIENTAL PRODUCIDO POR LA AGROINDUSTRIA

Cada vez, mas compafiias industriales estan déaadwlprocesos en el &rea de prevencion,
con el fin de reducir el impacto ambiental comopuesta a la tendencia internacional al
desarrollo de una sociedad sostenible. La biotegimlpuede ayudar a disminuir el impacto

ambiental generado por estas actividades y a lanaglucir nuevos productos. (19)

La biotecnologia puede ser utilizada para evallastado de los ecosistemas, transformar
contaminantes en sustancias no toxicas, generarialas biodegradables a partir de recursos
renovables, desarrollar procesos de manufacturagiGnanejo de desechos en forma segura

ambientalmente.

Ha incrementado el interés por el aprovechamienégral de los residuos y al mismo tiempo el
dar soluciones a los problemas de la contamina@idhiental consecuencia de la actividad

humana tales como: desechos agricolas, forestaidsigriales. (3).

Segun el contexto de la produccion vegetal el quacestricto de residuo agricola se aplica,
bajo denominacién deesiduos de cosechaa la fraccién o fracciones de un cultivo que no
constituyen la cosecha propiamente dicha y a axjpalite de la cosecha que no cumple con los
requisitos de calidad minima para ser comerciadizamno tal. De similar forma, losstos de

podade los cultivos lefiosos deben ser consideradogsaso residuos agricolas estrictos (25)

Pueden considerarse también como residuos agritmdasubproductos de origen vegetal
generados por las industrias de transformaciéragry algunos residuos agricolas especificos,
como por ejemplo el compost del cultivo del chdidpi una vez utilizado. Por extrapolacion

en el contexto anterior también podrian ser comaittes en este apartado los materiales de



desecho en los cultivos protegidos (sustratos Niaadtos, plasticos de cubierta y acolchados,

tuberias de riego, etc.), que por sus peculiaegteristicas no seran tratados en este contexto.

Estos materiales presentan un contenido hidrico vaugble (segun el desarrollo ontogénico
del cultivo en la época de recoleccién), elevaduartido en materia organica, fraccién mineral
variable en concentracidn total y equilibrio (degiendo el érgano o fraccion de que se trate),
y relacion C/N generalmente alta, aunque con tegabiferencias segun la naturaleza y
composicion del residuo. La biodegradabilidad desesateriales esta en funcién del contenido
relativo de biomoléculas facilmente degradablesidaes solubles y de bajo peso molecular,
hemicelulosa y celulosa) y en componentes de lde@radacién (ceras, ligninas y otros

polifenoles). (25)

La biotecnologia ambiental se refiere a la aplimacle los procesos bioldégicos modernos para

la proteccion y restauracion de la calidad del amtei.

El uso de microorganismos en procesos ambientalea@ientra aplicando desde el siglo XIX.
Hacia finales de 1950 y principios de 1960, cuaselaescubri6 la estructura y funcion de los
acidos nucleicos, se puede distinguir entre biaiegia antigua tradicional y la biotecnologia

de segunda generacion, la cual, en parte hacele$a tecnologia del ADN recombinante.

En la actualidad la principal aplicacion de la eatologia ambiental es limpiar la polucion. La
limpieza del agua residual fue una de las primapdisaciones, seguida por la purificacion del

aire y gases de desecho mediante el uso de hisfiltr

La biorremediacion que es el uso de sistemas bamégara la reduccion de la polucion del
aire o de los sistemas acuaticos y terrestressteeemfocando hacia el suelo y los residuos
sélidos, tratamientos de aguas domésticas e imalestr aguas procesadas y de consumo

humano, aires y gases de desecho, lo que estacpralm que surjan muchas inquietudes e



interrogantes debido al escaso conocimiento detagacciones de los organismos entre si, y

con el suelo. Los sistemas biolégicos utilizadasreacroorganismos y plantas.

La Biotecnologia se presenta como una alentaddeanativa para aumentar la produccion
agricola y alimentaria conservando el equilibriodimambiental. Hay muchos avances
biotecnoldgicos aplicados a la agricultura enttestestan: los cultivos transgeénicos, el uso de
bioferilizantes y biopesticidas, la clonacion darnpés, la fijacion bioldégica del nitrégeno y
novedosos procesos de fermentacion en los cualegosible obtener una infinidad de

productos.

Aplicando la técnica de fermentacion en estadalsds posible obtener un producto de alto
valor nutritivo y medicinal, ademas de un residgo en proteina para la alimentacion animal o
como bioabono en labores agricolas, lo que noa pgadta de verificar que la biotransformacion
en el sustrato se da gracias a la accion de endieggadadotas de lignina y celulosa que poseen
los hongos comestible®leurotus s.p) encargados de realizar este proceso biotecnoldgico
(29).

Asi, como la biotecnologia ahora en el siglo XXéga un papel muy importante, en el
desarrollo sustentable de muchos paises, esto régmpuando esté basada en la utilizacion

respetuosa e inteligente de la biodiversidad. (19)

Uno de los aspectos relevantes del desarrollorgable es que el crecimiento economico debe
ser armonico con el medio ambiente y el uso ratidealos recursos naturales, Entre las
estrategias que debe adoptarse a corto plazoggaea Lin verdadero desarrollo sustentable esta

la innovacion, adopcién y promocion de una form@mbe&uccion mas limpia. (16).

Conforme a lo indicado anteriormente, resulta rageslisefiar un nuevo enfoque de trabajo en
la gestion del ambiente, que permita introducipljcar el concepto de produccion mas limpia

de forma integral y sistematica dentro del sectodyctivo, haciendo énfasis en la prevencion



de la contaminacion, la minimizacion y el aprovesiggto econdmico de los residuales, como

principales opciones para disminuir los volumeregaglos eliminados al ambiente.

Conforme a la definiciébn del Programa de las NaesoUnidas para el Medio Ambiente

(PNUMA), produccién mas limpia significa “la apl@ian continua de una estrategia ambiental
preventiva, integrada a los procesos, product@wcios, para incrementar la eco-eficiencia de
los procesos, reducir los riesgos para los senemhos y el medio ambiente, ademas de lograr

la sostenibilidad del desarrollo econémico”. (5)

El concepto de eco-eficiencia se refiere a la gen@n de bienes y servicios a un costo
competitivo, que satisfagan las necesidades huisnaaamenten la calidad de vida, de manera
simultanea a una reduccion de impactos negativos lehambiente y de intensidad en el uso
de los recursos, a lo largo de su ciclo de vid. i|liplica implementar un grupo importante de
acciones y medidas dirigidas a garantizar la efaeeen el luso de las materias primas, agua y
energia; reducir el uso de sustancias téxicasepiey minimizar la generacion de residuales y

lograr su reuso y reciclaje. (5.16).

Los bioprocesos mas limpios surgen como una alfeangara lograr que los impactos
generados por el &rea industrial y agroindusttgalgan una alternativa que permita mitigar en
algo los efectos negativos dados por estas aatiegdaComo ejemplo de bioprocesos limpios

tenemos:

» Reconversion a base de equipos mas eficientes.

» Sustitucion de algunas materias primas por insum&sos agresivos al ambiente. En
este caso, sobresale el uso de enzimas en progeso@nteriormente utilizaban
guimicos.

» Uso mas eficiente de agua y energia.

» Minimizacién y reciclaje de residuos.



» Mejores practicas de manufactura.

» Modificacion del producto.

Hay barreras a vencer con el objeto de lograr geenbevos bioprocesos mas limpios sean

transferidos al sector industrial:

Falta de cumplimiento de la Legislacion Ambiental.
Resistencia al cambio
Falta de incentivos

Falta de fuentes de financiamiento

vV VvV VYV VvV VY

Falta de informacion y recursos humanos espedifliza

Estas barreras son reales y requieren de esfuemobinados entres todos los sectores
implicados. El objeto principal es la difusion decriologias mas limpias, enfatizando los
bioprocesos que permitan implementar en la prakigcarincipios fundamentales del desarrollo
sustentable. (16).

El problema de los residuos sélidos tiene su orgleipo de proceso utilizado y en el estilo
desarrollado durante el tiempo. Por varias déctmaprocesos industriales se han disefiado
enfatizando las cualidades del producto, sin enthaeg la actualidad, se debe remover un
nuevo estilo de desarrollo en el que los produtdogan caracteristicas menos agresivas al
medio ambiente y los procesos sean mas eficientesnynula o minima generacion de
residuales. (16)

Con el objeto de contrarrestar o atacar los praddefundamentales de la contaminacién por
residuos, que ocurren en la primera generaciorafdeirel proceso) y el de segunda generacion

(durante el uso de producto) se requieren camigiastinto tipo (16):

a) Ahorro y reciclaje de materias primas.

b) Sustitucién de productos dafinos al medio ambigateproductos inocuos.



c) Sustitucion de recursos no renovables por recuesus/ables.

d) Reivindicacion y reuso de residuos, al utilizadoso materias primas secundarias.

Practicamente se hace imposible cuando se estatdeterminadas tecnologias, el que no se
produzcan residuos solidos, liquidos o gaseosasgcagustituyen los residuos industriales. De

la misma forma el hombre en sus actividades diayeaswera una serie de sustancias sélidas,
liquidas e incluso gaseosas que vienen a ser $idums domeésticos, si €stos se suman en una

poblacion toma el nombre de residuos urbanos.

Finalizando, tenemos la agricultura, después dedaschas, se obtiene en el medio: hojas,
tallos, cortezas, etc., y ellos constituyen logdtess agricolas.
Todos estos residuos tienen la caracteristica catelser renovables, es decir, se generan en

forma ciclica con el tiempo (2).

El hecho de ser renovables, hace que se facildedisposicién final, sin embargo, cuando se
acumulan en grandes concentraciones, trae comea@eoicia la contaminacién ambiental,
pues la composicion de estos residuos es compldgamas de estar implicita la biodegradacion
que pueden sufrir, produciendo olores desagradgbtisos productos que se forman, como

consecuencia de este proceso la descomposicgnliiemasa. (2)

Los residuos y los desechos de las actividadesdasi y forestales de las industrias
agroalimentarias pueden emplearse con distint@s,fian particular energéticos, lo que tiene
como consecuencia la valorizacion de la biomasa isminucion de la contaminacion
ambiental. Las principales cosechas producen gsamoéimenes de subproductos fibrosos,
como: rastrojo de maiz, de quinua, pajas de sorddgg, afrecho de fréjol, etc.; de la
transformacién agroindustrial de la cafia de azucafé y frutos se obtienen cantidades

considerables de bagazos, pulpas y residuos dstefealos estos subproductos se utilizan en



forma parcial, quedando un 70-80 %de biomasa disjgoronstituido principalmente de

celulosa que puede ser aprovechada.

Muchos se estan trabajando en el area de la tmaestoin de los desperdicios. Sin embargo,
pocos procesos biotecnoldgicos, actualmente se damarrollado para la transformacién
agroindustrial de esta biomasa celulésica (pagatns y rastrojos) bastante se ha especulado

sobre la transformacion de estas materias primasot@ina. (31).

Actualmente existen procesos en operacion indugiia la transformacion de la composta de
pajas o rastrojos en hongos comestibles del géhgacicusy estudios mas recientes indican
gue es posible cultivar a nivel industrial hongo gineroPleurotus utilizando estos mismos

residuales.

Varias metodologias pueden ser desarrolladas, |lpartlizacion de residuos lignoceluldsicos
generados anualmente durante las actividades @@rlaultura, ingenieria agroindustrial e

industria de alimentos. (31)

La recoleccién, almacenamiento y trasformacion ake rhaterias primas agricolas para su
utilizacion intermedia o final constituyen la coloanvertebral de la agroindustria, en términos
amplios. Mediante convertidores generalizados,ambiacion con la informacion estadistica

es posible tener datos aproximados de residumosgiroducidos en América Latina



TABLA No I: Produccion de residuos Agricolas y agoindustriales en América
latina

RESIDUAL MILES DE TONELADAS
Algodon 17864
Arroz 20216
Banano y Platano 7563
Café 5040
Cafa de azucar 115618
Citricos 8531
Frijoles 21884
Frutas varias 8863
Maiz 129335
Mandioca 5556
Otros cereales 3025
Otras raices 576
Papas 2315
Palma aceitera 4400
Sorgo 65124
Trigo 31378
Cacao 260000

*Montoya, 1991b]

Entre los sistemas de conversion biologica dedsisluos sdélidos, se pueden mencionar:

La alimentacion animal directa, donde la conversicurre dentro del mismo animal.
El ensilaje como pretratamiento de preservaciGacilios para alimentacion animal.

La preparacion de compost para acondicionamiensu€ei®s.

YV V VYV V

El enriguecimiento con biomasa microbiana, espegate de hongos filamentosos y
levaduras.
» El aumento del valor nutritivo mediante la proddocide los hongos comestibles y

alimento animal del residuo por fermentacion eadsssolido.

El aprovechamiento de los residuos agroforestqiasa la produccién de hongos comestibles
mediante la aplicacién de métodos biotecnologitteeen un potencial impacto econémico en

el continente americano. En este sentido, la pmdaoae hongos comestibles en sus diversos



niveles constituye una alternativa que puede dmuitria manejar dichos residuales,
aprovechando la gran capacidad que poseen paraddegficientemente la lignina y celulosa,

polimeros presentes en gran proporcion en todasulmsroductos agricolas. (13, 23)

La fermentacion en estado sélido (FES) constituyee herramienta biotecnolégica compatible
con el medio fisico, econdmico y social, si seaphpropiadamente. Permitiendo un aumento
en el rendimiento econdmico por unidad de areaasimentar la presion sobre los recursos
naturales disponibles y los costos de conservagifergo plazo, toda vez que se recicla el

subproducto biodegradado por la accién del horig). (

1.2. FERMENTACION EN ESTADO SOLIDO (FES)

Los procesos de FES existen de manera natural ébsaenienzo de la vida en el planeta y
fueron empleados de forma artesanal en los paileSutleste Asiatico, Africa y América

Central desde hace siglos para la elaboracionmeraiosa partir de cereales, yuca, entre otros.

El objetivo fundamental con estas fermentaciones ha sido hw aémentar el contenido
proteico de estos alimentos, sino mejorar las pimEides de conservacion, cambiar las
caracteristicas fisicas, el calet olor o el sabor de los mismos. Ejemplos desegtoductoo
constituyen el Koji, que se obtiene por el cultde@ hongoAspergillus oryzaesobre cereales
cocidos, el Shoyu, el Miso y el Ontjom. La proddecailel queso Roquefort a partir de ledee
oveja, data de alrededor de 1000 afios; sin embwrgs,hasta aproximadamente 1930 que se

conoce el papeade los hongosn la elaboracion de ese alimento, cuando se denmpse todos

los hongos desarrollados en este tipo de queso @shmmismo organismdPenicillium

roqueforti(32)

No es hasta finales de la década de los 70 quesripve con fuerzal estudio cientifico, con

vistas a aprovechar las ventajas econémicas déimside fermentacidn. (32)



1.2.1. DEFINICIONES:

» Se denomina Fermentacion En Estado Sélido a tledagermentaciones donde el
sustrato no es un liquido.

» Las fermentaciones en las cuales el sustrato doneslisuelto ni en suspensién en un
granvolumende agua.

» Todo procedimiento que utilizaaterialesinsolubles en agua para el crecimiento de
microorganismos en ausencia de agua libre.

» Es unmétodode cultivo de microorganismos sobre y/o dentraeiculas solidas.

(32)

El liquido ligado a las particulas solidas debaresh una cantidad que asegure la actividad del
agua adecuada para el crecimiento gnetabolismade los microorganismos, pero sin exceder

el maximopoderde retencion de este liquido emlatriz sélida.

1.2.2 VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE LA FERMENTACION EN ESTADO SOLIDO

COMPARADA CON EL CULTIVO SUMERGIDO EN LiQUIDO.

» Los medios de cultivo son simples, generalment@rsalctos agricolas que presentan un
alto contenido de los nutrientes necesarios.

» La baja actividad del agua es de gran ayuda pdtar éas contaminaciones, especialmente
debacteriasyy levaduras.

» La concentracion natural del sustrato permite zatili reactores mas pequefios en
comparacion con los utilizados en otro tipo de fartacion. Tienen mayaroductividad
volumétrica.

» La aireacion forzada es facilitada por la porosidat soporte, 1o que permite una alta
transferencia dexigenoal microorganismo.

» Pueden emplearse, frecuentemente conidios comaleén los procesos de crecimiento de

hongos, lo cual disminuye la®stosy las manipulaciones en la preparacion del indculo




» Los conidios de los hongos que se producen son ono@s resistentes y tienen mejor
adaptabilidad a las condiciones en las que seaaptiomo agente de biocontrol.
» El proceso de recobrado es simplificado. Algunasipctos son utilizados integralmente,

como alimento animal, productos paraehtrol bioldgico, etc.

Los procesos se consideran generalmente como ¢gdasl limpias. Entre las principales

desventajas se encuentran:

» Su aplicacion se limita a microorganismos que erecebajos contenidos de humedad.

» La extraccion detalor metabdlico puede ser un problema, sobre todo cusedrabaja a
granescalay no se controla el proceso.

» Lanaturalezasdlida del sustrato trggoblemasal medir los pardmetros de la fermentacién
tales como el pH, la temperatura, el contenidouteddad y la concentracion de sustrato y
productos.

» Los procesos de transferencia de masa son limifaatds. difusion.

Muchos aspectos ingenieriles como déefio de reactores y el escalado estdn muy poco
caracterizados. Hiempo de fermentacion es mayor debido a que generalnsntetilizan

microorganismos que presentan bajas velocidadesiéisps de crecimiento (32)

Es bueno recalcar que algunas de estas desvestaja®lativas, por ejemplo, el tiempo de

fermentacion ya que actualmente se estdn empldzuderias en los procesos de FES.

La producciéon de los hongos comestibles es eltestulde la utilizacion de los residuales de
facil biodegradacién, la cual en un ambiente paldic requiere de la presencia de los
microorganismos apropiados, que en muchas ocasjmmeden consistir en una comunidad
microbiana compleja. Para que esto suceda el nedigiente debe ser apto tanto para el
crecimiento de los microorganismos como para ladywoion de reacciones quimicas de

trasformacion a velocidades significativas. Hay tpmear en cuenta factores muy importantes,



entre éstos estan la concentracion de los esyatafientes, temperatura, Humedad, pH, entre

otros.

Es necesario conocer el grado de biodegradabilddadin nuevo compuesto o mezcla de
compuestos como parte de la evaluacion de su impacbable sobre el medio ambiente, en el
caso que se produzca su liberacién. En la descioiposde compuestos faciimente

biodegradables pueden ser apropiados algunoststdlos y baratos. (32)

El complejo Lignina y celulosa puede ser biodegiadaor la accion enzimatica de los hongos
conocidos como podredumbre blanca. Bajo ciertadicrmmes, usan preferentemente la lignina,
liberando la celulosa y hemicelulosa, lograndodiile mas susceptible al ataque enzimatico.

(11,17)

1.2.3. INFLUENCIA DE FACTORES AMBIENTALES EN LA FER MENTACION EN

ESTADO SOLIDO.

Las condiciones ambientales tales como la humebtadactividad del agua, el pH, la
temperatura, la concentracion y disponibilidadsiitrato, la aireacion, el tamafo de particulas
y la forma de inoculacion afectan significativangetento el crecimiento como la formacion de
productos. En el cultivo liquido agitado el contrdé las condiciones ambientales es
relativamente simple, ya que estsistemasson homogéneos desde el punto de vista de la

concentracion celular, nutrientes y productos.

Sin embargo se presentan serios problemas en dtamsis solidos con el mezclado, la
transferencia de oxigeno, el intercambio de calet gontrol de la humedad y el pH, debido,

principalmente, a la heterogeneidad y la consisahad sistema(32)



1.2.3.1. LAHUMEDAD Y LA ACTIVIDAD DEL AGUA (' 120).

El porcentaje de humedad en la fermentacion sdtidede variar entre 30 y 80%, en
dependencia del sélido utilizado, el microorganisymel objetivo del proceso (formacion de
productq crecimiento de la biomasa). Aunque el porcerdajaumedad es una de iasgiables
que comunmente se optimiza en los sistemas detiggioién sdlida, hoy se reconoce que no es
sélo la cantidad de agua presente en el sistemzel@jerce su influencia sobre la eficiencia del

proceso, sino etaracterde las interacciones ente¢ aguay el medio sélido. Por eso no es

contradictorio observar que un mismo microorganisseo desarrolle plenamente en dos
sustratos diferentes con porcentaje de humedadritestisimiles. La actividad del agua.t
es el parametro que se ha utilizado para caraatanmntitativamente esas interacciones fisicas

y/o quimicas del agua en el sistema (32).

La actividad del agua se define como la humedadivalde la atmdésfera gaseosaeenilibrio
con el sustrato. La humedad relativa de un sistgravapor de agua se determina por %H. R.
= (PH20/ P°20) 100, de manera que la actividad del agua es @lekelacion entre laresion
parcial del vapor de agua en la solucién gaseogg (penel estadade equilibrio con el agua

adsorbida en el sélido y la presidon de vapor deadamura (ps.o ) a esa misma temperatura.(32)

Se demostré que la actividad del agua no sélo esjerituencia sobre el crecimiento, sino
también sobre la formacion de productos y, en maicasos, ebalor minimo requerido de a

2o para la formacion del producto difiere del nedegaara el crecimiento (32).

Gervais y Bazelin disefiaron un fermentador pardrolar el valor de la actividad del agua
durante el desarrollo del proceso a través de taedad relativa del aire que circula por el
equipo. No obstante, el tiempo necesario para zéecael estado de equilibrio deseado era como
minimo 4 horas, y aunque los autores comparani@s@d como pequefio para procesos de

fermentacion con hongos que duran hasta 60 hdraist@ma de control estaria limitado solo a



estas aplicaciones. Por otra parte, lssayosrealizados fueron sin la presencia de

microorganismos, lo cual ejerce también influemeidos resultados experimentales (32).

1.2.3.2. EL PH.

El pH es otra variable que afecta el desarrolltodgrocesos de fermentacidén en estado sélido,
al igual que lo hace en los cultivos sumergidos. &nbargo, en el caso de la fermentacion
sé6lida, su control es practicamente imposible, diebi la ausencia de instrumentos capaces de
medir el pH en la capa de liquido que rodea etls6lPor otra parte, el mezclado de solidos es
un proceso complejo por lo cual se dificulta tamb& control de esta variable durante el

desarrollo de la fermentacién. (32)

El pH cambia por diferentes razones; normalmengidiuye por la secrecion dacidos
organicos como el acético y lactico durante eceso. No obstante, la fuente de nitrégeno

utilizada influye mucho en la tendencia que sidysH(32).

Estos conocimientos han sido utilizados por algunesstigadores para formular un medio de
cultivo que permita mantener, de manera naturapHelen un intervalo deseado durante el
proceso. Asi por ejemplo, Raimbault y Alazard pigron para el crecimiento depergillus

niger en harina de yuca una mezcla de sulfato de amamiea de 3 a 2 (calculado en base al
nitrdgeno) y se logré mantener el pH durante etggo en el intervalo de 5 a 6.2 favorable para

el crecimiento del microorganismo.(32)

1.2.3.3. LATEMPERATURA.

El crecimiento y la formacidén de productos son ltegslos de complejagacciones quimicay

al igual que cualquier otra reaccion, estan afestqubr la temperatura, la que ejerce una accion

determinante en el conjunto de actividades celslare

La temperatura es la variable cuyo control, en fenaentacion solida, se considera el mas

critico debido a la alta concentracion de sustgado unidad de volumen y a la baja



conductividad térmica del sistema heterogéneo adlidiquido - gas, lo que favorece la
acumulacion del calor metabdlico en el sistema ypumento de la temperatura del cultivo. En
la fermentacién de Tempeh, por ejemplo, se midigradientes de temperatura d€ or cm

aumento de la temperatura, favorece tres aspeetgivos: (32)

« La actividad microbiana se desacelera o se detiene.
+ Se deshidrata el medio sélido.
« El metabolismo se desvia como un mecanismo de skefemte el calor o ante la

deshidratacion.

El control de la temperatura se ha tratado a trdedésétodosconvencionales de extraccion de
calor y de métodos no convencionales. Los métodogencionales incluyen el intercambio de
calor por los mecanismos de conduccién y convecititrada. Se demostré que los primeros
no son tan efectivos como los segundos. Los métddasxtraccion de calor por conveccion,
para ser efectivos, requieren de elevadas tasagaseion que con frecuencia deshidratan al
medio. Los métodos no convencionales se refierda atilizacion del calor latente de

vaporizacion del agua para eliminar el calor mdieb@e manera rapida y efectiva.(32)

Sobre esto se han pronunciado diferentes autares,glantean que el control de temperatura es
uno de los problemas que se ha detectado desdprsiem las FES y que, a la fecha, no tiene
una solucion clara. Efuncién de las condiciones de cultivo, se han reportadersios
gradientes de temperatura dentro del lecho de feamién: 8C cmi'; 2.5°C cm' ; 4-5C cni' .
Poco se conoce sobre la magnitud del calor metabgénerado en las FES. En la mayoria de
los casos se concretan a un valor constante. RathBehuler proponen que se producen hasta
15.9 J kg demateriaseca, mientras que Velocidadde generacién de calor es del orden de 3.3
x 10°) H' kg* de materia seca. Esto puede provocar un sobrémaiiemto en la masa del

cultivo, que influye negativamente sobre la acadanicrobiana. (32)



Existe un compromiso entre las soluciones drasticafectivas (métodos no convencionales)
versus las menos efectivas (métodos convenciorzges)que respeten la integridad del sistema

bioldgico en su conjunto. Resulta también claro lggsistemas de contrae las FES deberan

tomar en cuenta, simultdneamente, la humedad ddiom@ humedad relativa del aire y la
temperatura. También el tipo de reactor utilizadon( o sin agitacion) juega un papel

fundamental en la eficiencia del control de la terafura (32).

1.2.3.4. LA CONCENTRACION Y DISPONIBILIDAD DEL SUSTRATO

El medio de cultivo debe tener todos los nutrientesesarios de forma balanceada para
favorecer el crecimiento del microorganismo. Ldadienes entre algunos de sus elementos son
de particular importancia, por ejemploarbonenitrogeno y fésforo-oxigeno, esta ultima de

manera relevante en lo referido a la eficienciaatesersion energética y araspiracion (32)

La formulacion tiene que ver con los aspectos dadinbs de los medios, es decir, debe
establecer las concentraciones a ser utilizadasdie componente. Una primera aproximacion

con respecto a las cantidades a utilizar de lasrsigfuentesio da el conocimientode la

composicién de la biomasa del microorganismo erdple2)

Mediante elconocimientode los coeficientes de rendimiento para la fororacle biomasa y
producto, ylos valoresde la energia denantenimientosera posible establecer también los

requerimientos de las fuentes de carbono necesmradormular un medio. (32)

Al igual que en los cultivos sumergidos, la conibn de sustrato ejerce una influencia sobre
el desarrollo del microorganismo. Hasta el mometdbjnfluencia no esta caracterizada en
términos de limitacion o inhibicion como en lostuds sumergidos; pero se piensa que los
efectos de limitacién sean mayores en las fermemtes sélidas, debido a la baja velocidad de
difusibn de los nutrientes en la fase liquida. ®i Isa encontrado que la relacion
carbono/nitrégeno tiene una gran importancia yaarvptimo puede variar en el intervalo de

10 a 100 en dependencia del proceso de fermentg&2§n



1.2.3.5. LA AIREACION.

En la mayoria de los procesos de fermentacion e@solido participan microorganismos
aerobios, y resulta la aireacion un factor fundaalepara el desarrollo del proceso. La
aireacion se utiliza para suministrar el oxigenoesario, para extraer el g@rmado, asi como

para extraer el calor metabdlico evolucionado, daera que el flujo 6ptimo de aire debe tomar
en consideracion la naturaleza del microorganistitieado, los requerimientos de oxigeno para
el crecimiento y/o la formacion del producto desedd velocidad de generacion de calor
metabolico, la concentracion critica del dioxido abono y otros metabolitos volatiles, el
espesor de la masa de soélido, entre otros. Lac@rean las FES es mas facil que las
fermentaciones sumergidas, porque la superficieodéacto es mayor entre el aire y el liquido

que esta absorbido en las particulas (32).

1.2.3.6. EL INOCULO.

Otro factor que influye en los procesos de FESefwresenta el tipo de indculo y la forma de
inoculacion. En lditeraturase reconoce el uso de dos tipos fundamentaleaddelo en la
produccién de hongos, tanto a nivel ldéoratoriocomo industrial: micelio o esporas. Las
principales ventajas del uso de micelio como ind&an: una mejotompetitividaddel hongo,
una reduccioén de la posible colonizacion del stestpar microorganismos contaminantes y la
colonizacion mas répida debido a que se reducetielopos de incubacién (la fase de latencia
0 de adaptacion principalmente). Sin embargo, éerafites trabajos se reporta el uso de
suspensiones de esporas, destacandose su privieipaja en la reduccion de los costos en la

etapa de propagacion del microorganismo (32).

La fermentacién en sustrato sélido tiene amplid&capones industriales; actualmente, las
enzimas son empleadas principalmente para la abtede lacteos, edulcolorantes, farmacos,
alimentos, licores, detergentes, etc. La degradaenzimatica de la lignina es llevada a cabo

por la accién de los hongos del génBasidiomycetesnediante un proceso no-especifico y



oxidativo de tres tipos diferentes de enzimas: sacd.ignina-peroxidasa y Manganeso-
peroxidasa; la no-especificidad de éstas es deigmaortancia para la degradacion de diversas
sustancias recalcitrantes que muestran similitdicturales con la lignina como son los

PAH’s, PCB’s, DDT, colorantes azoicos, etc.

1.3. HONGOS

Los hongos son seres macroscopicos y microscopjuoesviven sobre diversos materiales
organicos, a las cuales descompone para asi afimentEstos organismos se han adscrito
tradicionalmente al Reino Vegetal, a pesar de quigenen clorofila, tejidos especializados, ni
flores. Sélo hace unos 30 afios se acepta la idedoglhongos son organismos independientes
de las plantas y aunque quimicamente estdn mugioeéadas con los animales, forman un
grupo aparte llamado el Reino de los Hongos o Ré&megi. La palabra Fungi significa

Florecimiento o excrescencia de la tierra, quergudecir nacido en la tierra. (10)

1.3.1. GENERALIDADES

Los hongos son organismos unicelulares, pluricedsla dimorficos; carecen de clorofila, por
lo tanto son heterotrofos, es decir, obtienen dimentos por absorcion; el componente
principal de sus paredes celulares es la quitihtal& (cuerpo vegetativo) en la mayoria de los
hongos es filamentoso, esta constituido por filaoerdelgados llamados hifas, las que
presentan crecimiento apical y en conjunto integgemicelio. En el caso de los hongos
macroscépicos, el micelio esta representado paondsa de apariencia algodonosa y por lo
regular blanquecino que se localiza por debajonuitillo en los bosques. Su reproduccion
puede ser asexual y/o sexual pero, generalmentg@rbduccion de esporas; son de distribucion
cosmopolita, se desarrollan en cualquier tipo theaglsiempre que la temperatura no sea menor
de cero grados Celsius (4°-60°C), desde el niveimde hasta por encima de los 4,000 msnm

(27)



Los hongos son un componente vital en la estrugtdtencionamiento de los ecosistemas, ya
que desempefian diversas funciones de tipo ecoldgidisiologico; ademds, pueden ser

mediadores e integradores que contribuyen al d#earde las poblaciones vegetales,

particularmente al de las especies arbdreas. Entse principales funciones destacan las
siguientes: intervienen en los ciclos y transfei@re nutrimentos, al participar de manera
activa en la regulacion de la tasa fotosintétidaaees del crecimiento de sus hifas modifican la
permeabilidad y estructura del suelo; los honggsesentan una fuente de alimento para
algunos vertebrados (incluyendo mamiferos) e ipbesidos, son habitat de invertebrados, algas
y otros hongos; participan en creacion y alteradémichos, sobre todo para invertebrados;
establecen asociaciones mutualistas con plantasitde, hormigas y con algunas especies de

algas. (27)

Los hongos también tienen usos ornamentales, meaths, ceremoniales, insecticidas y
combustibles . En este sentido se han registradoded 00 especies de hongos macroscopicos
con uso medicinal, entre los géneros enunciadés éss siguiented-omitopsis, Laetiporus,
Inonotus, Phellinus, Calvatia, Langermannia, Lyaoie®, Armillaria,Bovista, Pycnoporus,
Calocybe, Lentinus, Lepista y Pleurgtugue han sido empleados para el tratamiento en

alrededor de 100 padecimientos(27).

A especies comdleurotus spp Lentinus edodey Ganoderma lucidunse les atribuyen
propiedades anticancerigenas, revitalizantes gsighra reducir el colesterol en la sangre. Por
su parte el génerBsilocybecuenta con alrededor de 40 especies de las ctri@es,han sido
empleadas en ceremonias por diferentes gruposeima$gcomo los zapotecos, mixtecos,
mazatecos, tzeltales, mazahuas, chinantecos, abatinixes, nahuas, otomies y tarascos entre
otros. Otras especies de los génestmpharia Panaeolusy Conocybetienen propiedades

alucindgenas y se usan en algunas ceremonias. (27)



1.3.2. CLASIFICACION

Los hongos son omnipresentes y cosmopolitas, puagarecer practicamente en cualquier
sitio, y alimentarse de los mas isospechado. Seceonmas de 200 000 especies diferentes de
hongos, aunque probablemente existen muchas mdakeswitas ni estudiadas (4). Esto ha
obligado a clasificarlos de una forma sencilla prgctica; ésta consiste en dividir a estos

organismos en micromicetos y macromicetos.

Otra forma de clasificar el Reino Fungi, es por dpandes grupos o divisiones; los
Myxomycota y los Eumycota. EIl primero se refiareiertos hongos gelatinosos (de ahi su
nombre de mysos =gelatina y mycota =hongo) y capipdades de desplazarse e ingerir
alimentos ( como los animales) en sus primeras faser muy polvorientos y delicados en sus

fases adultas, en las que se reproducen por esporas

Los Eumycota, que son los hongos verdaderos (eudadero), se dividenen cuatro grandes
subdivisiones a sabéPhycomicotina, Ascomycotina, Basidiomicotina y Bearnycotina, o (
Ficomicetos, Ascomicetos, Basidiomicetos y Deutécetns como se les conoce comunmente)

(10).

La mayor parte de los hongos son saprofitos (dgscoen la materia muerta), y juegan un
papel de vital importancia en el mantenimiento de é€cosistemas, reciclando la materia

organica que luego podra ser utilizada por los tedee

También se les puede clasificar en degradadoramapds, secundarios y continuos,
dependiendo del estado de degradacion de la matgdaica que utilicen como nutriente. Los
degradadores primarios son los responsables diarin& descomposicion de los residuos
vegetales en la naturaleza, muchos de ellos soeciéisps para materia organica intacta.
Algunas especies atacan carbohidratos de faciadagion (hongos de pudricidon blanda), otros
degradan los polisacéaridos celulosa y hemicelu{bsagos de pudricion obscura) y algunos

ademas degradan la lignina (Hongos de pudriciamchla



Los Basidiomycetes tienen un papel fundamentallemciclaje del carbono en la bidsfera,
puesto que muchas especies producen celulasasegueddn la biomasa vegetal a anhidrido
carbodnico. Estas especies producen enzimas paraddega lignocelulosa de las paredes
celulares de las plantas, esta es la razon paralase les conoce como el hongo de la madera.

La lignocelulosa es una matriz compleja de fibmselulosa, himicelulosa, lignina y proteinas.

Para su degradacion se requiere que los hongoszmand una variedad de enzimas las cuales
tienen actividades diferentes pero complementatiasprimera etapa de colonizacién de la
madera es estimulada por la secrecion de acidacoxabr parte del hongo. El 4cido oxalico
acidifica las células de la madera, y atrapa daieadherido a la hemicelulosa en la pared
celular. En la preparacién para la accion enziraatac secrecion del peréxido de hidrégeno por
parte del hongo da lugar a la formacién de radiciilres que atacan a la celulosa. Estos

mecanismos debilitan la estructura de la madera.

No todos los Basidiomycetes pueden mineralizar ¢etaxmente la madera a €@ H,O. Los
hongos de pudricién café, denominados asi porqumaldera adopta un color café oscuro a
medida que la descomposicion avanza, solo degtadaatulosa y hemicelulosa, mientras dejan
la lignina modificada pero no degradada. No se lugnado aislar polifenol oxidasas o

ligninasas a partir de los hongos de pudriciéB.caf

Los hongos de mayor éxito en la degradacion deadena son Basidiomycetes de pudricion
blanca. Estos hongos no solo secretan celulasanycélelasas, sino que también producen

enzimas que degradan la lignina.

Son estas enzimas las que pueden usarse en eli¢gratia de desechos y en muchos procesos de

biodegradacion (9)
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Figura No 1. Posibilidades de aéai de losBasidiomiceteg9)

Este género de hongddsidiomycetes) es capaz de producir enzimas lignoceluloliticas
(ligninasas) que degradan la lignina, la utilizacd®e sustratos lignoceluldsicos para el cultivo

de hongos, es posible realizarlo por el sistermlitico de los hongos del tigRleurotus.

Las principales enzimas son celulasas las cualedepuser endo y exo gluconasas Yy -
glucosidasas; hemicelulasas, que incluyen xilasasapasas; y ligninasas, que pueden ser
peroxidasas y polifenol oxidasa. Aunque a travésrdegran cantidad de investigaciones se han
identificado varias peroxidasas y polifenol oxidasa partir de los hongos de pudricion blanca
(Pleurotus ostreatys el mecanismo preciso de la actividad de estasnas todavia no estan

totalmente claro. (9)

Sin embargo, se ha determinado ademas que pargtadacion de la lignina interviene un
sistema enzimatico que consta de las enzimas Mamgparoxidasa (MnP), laccasa

(Polifenoloxidasa, mas una aril alcohol oxidasalpotora de kD, y lignina peroxidasa (LIP).



1.3.3. PRODUCCION DE HONGOS COMESTIBLES

El saber tradicional sobre los hongos comestildemhién se manifiesta en el gran nimero de
nombres comunes que diversos autores han registehdmial supera los 400, mismos que
corresponden a cerca de 200 especies. Cabe sgiialalrededor del 46% de estas especies son
micorrizégenas, lo que dificulta su cultivo y laigmforma de aprovecharlas es la recoleccion.

(19)

El cultivo comercial de las setas inicia su dedaren la década de los 70, especialmente, en el
ambito rural dados sus bajos costos de produccida Ya utilizaciéon de esquilmos
agroindustriales como sustratos, cita incremed&<t13 % para el periodo 1990 a 1997, con

valores de 365 Ton y 1,825 Ton respectivamente.(19)

Los hongos comestibles por varios milenios hantdaido un plato muy apetecido. Por su bajo
contenido de colesterol y calorias, su popularitaddo en ascenso. Adquiriendo una mayor
conciencia por la necesidad de dieta saludableipaparte y por otra la moda por el consumo

de productos “diet” y “Light”.

A medida que mejora el nivel de vida, va aumentaeldeonsumo de hongos en las mas
variadas formas y presentaciones. Lo que antesurgaaficion de unos pocos, hoy se ha
extendido a un gran numero de personas y son @m&s los que aprecian las cualidades de
los hongos comestibles. El cultivo de hongos cdiiles constituye no solamente el Unico
proceso biotecnolégico econdmicamente viable yal#at para la conversién de residuos
lignocelulésicos, sino también el Unico sistemaraobologico que pude degradar lignina,

celulosa y hemicelulosa de estos residuos.



1.4. Pleurotus ostreatus

1.4.1. VARIEDADES DE Pleurotus.

Pleurotus es el nombre genérico de toda una gama de haagosfititos comestibles en los
que se ha logrado limitar sus habitos ecoldgicoturales (troncos de &arboles secos,
generalmente pobres en nutrientes, ramas muedjasacas, etc.) para cultivarlos en sustratos
lignocelulésicos diversos, habiendo sido objeto uth@ preparacion simple y répida. Los
Pleurotus constituyen un grupo de especies muy diversas tpatosus colores (amarillo,
blanco, gris pizarra, marron oscuro e inclusiveadad como por sus formas, sabor 0 por sus

exigencias técnicas. (22)

Las especied’leurotus se pueden definir como el conjunto de hongos gqeseptan las

siguientes caracteristicas. (22)

a) Poseen sombrilla o varias sombrillas agrupadas anojps en forma de embudo,
generalmente de simetria bilateral pero no axia, teene la forma de concha de ostra
unida a un tallo excéntrico (de ahi su nombre @optiongo ostra”)

b) No posee anillo ni volva.

c) Sus esporas son blancas y posee laminillas detesrgrse prolongan en forma de alas
sobre el tallo, bajo su punto de unién)

d) Son lignicolas y parasitan diversas especies delifienas.

e) Poseen un pie mas o menos desarrollado, frecuenterexcéntrico.

En general, lo®leurotus son cosmopolitas encontrandose presente en tosl@shtinentes, sin

embargo desde el punto de vista de exigenciagiitias, se les puede clasificar en (22):

» Pleurotus de clima templado de época invernal (20°C):P. ostreatus y P.

Colombinus.



» Pleurotus de clima templado de época de verano o semitiopica a 25 °C):
P. pulmonarius, P. sajor-caju, P. florida, P. conopiae y P. eryngil.
» Pleurotus de zonas tropicales, particularmente de A#la:cystidiosus, P.

abalonus)y P. salmoneo (P. stramineus)

Tiene una alta capacidad saprofitica y puede lommigolonizar postratos esterilizados,

pasteurizados y fermentados, e incluso en ocasismessterilizar.

Pleurotus su origen en especies silvestres y tiene una gieolmuy diferente aRAgaricus

(champifién). (19)

1.4.2. DESCRIPCION BOTANICA

Nombre cientifico: Pleurotus ostreatus vhlorida

Nombres comunes: Setas, Hongo ostra, orejas blancas, ciezahuate e izote

Sistematica:

Reino: Fungi
Subreino:  Fungi Superior
Clase: Basidiomycetos

Orden: Autiobasidiomycetos

Familia: Pleurotace
Género: Pleurotus
Especie: Ostreatus
Variedad: florida

1.4.3. MORFOLOGIA Y ESTRUCTURA

Los hongos comestibles pertenecen a los Basidiaesctas caracteristicas morfoldgicas de
este grupo, incluyen cuerpos fructiferos que coetieesporas sexuales, micelio septado, células

dicariotes y conexiones “clamp” entre las células, hongos microscdpicos no tienen estas



fructificaciones. Dichas fructificaciones son a tpe comunmente se les llama “Hongos”, por
ejemplo, las fructificaciones de las setas o déqoigxr hongo que crece en el jardin o en el
bosque, sin embargo, estas estructuras mal llantexte®s, constituyen el fruto del verdadero

hongo, el cual vive y se desarrollan en el suels(strato donde crecen)

El verdadero hongo es una masa algonodosa, gereetaliianca, que técnicamente se le llama
micelio y que generalmente no vemos por estar rawateren el suelo o sustrato en donde se
desarrolla. La unidad microscépica fundamentalméango es la Hifa, la cual es un filamento
tabicado en la mayoria de las veces, es decirnjomo de células. Es precisamente a partir del
micelio por donde se alimenta el hongo, a travéla @dsorcion de las sustancias nutritivas del
sustrato. Las esporas pueden ser blancas, blansasmwo lilas, blancas amarillentas, de color

rosa, café o negras segun la especie del hongo.

sombrero o pileo

1dminas o himenio

ple o estipite ‘\

copa de volva

Nivel del suelo
o sustrato

Micelio

Figura No 2.- Esquema general de las partesrwiitutivas de un hongo. (10)



Las partes fundamentales del cuerpo fructifero mihango, son el sombrero o pileo, que
protege a las laminas o himenio, éste ultimo gmatte fértil del hongo y en donde se producen
las esporas. El sombrero es sostenido por el egtipite, en el cual existen a veces plenillo y la
volva. El anillo es el resto de un velo que cubaitas laminas en el estado juvenil del hongo y
la volva también es el resto de una envoltura quenleia toda la fructificacibn cuando
inmadura (conocida como fase huevo). El himeniersmientra por debajo de la fructificacion,
ocurre con todos los Basidiomycetos, no asi eAsa®mycetos en donde el himenio esta hacia

arriba. (10)

Las fructificaciones de los hongos son el resoltael los procesos de la reproduccién sexual,
Dichas fructificaciones, constituyen la forma qiené¢ el hongo para producir esporas y asi
perpetuar su especie. Estas esporas son de @eéyelal. Las esporas sexuales del hongo,
basidiosporas en el caso de los hongos comestjidedratarse de un Basidiomyceto, al caer
sobre un sustrato adecuado, en este caso el gagiainan produciendo hifas y éstas el micelio.
Las células de estos micelios son uninucleadade@s tienen un solo nucleo cada una, como
también lo son las esporas. Un micelio uninucleddmado también micelio primario, se

fusiona con otro de otro individuo, para produgirmicelio binucleado o secundario, con dos

ndcleos cada célula. (10)

1.4.4. CICLO DE VIDA DE LA SETA

El ciclo de vida de una seta se muestra en ladi§uil6). A las esporas formadas se les llama
basidiosporas debido a que se forman en la puntmaeporcién diferenciada de la hifa que
recibe el nombre de basidio (quiere decir basespoforma fusiforme) ocasionalmente se
fusionan las hifas, pero la formacion completa deérpo fructificante no tiene lugar
inmediatamente, deteniéndose el desarrollo comoldugcion de pequefias estructuras en forma
de botén que son los primordios de la seta (prignepo identificable de células que va ha

formar la seta madura) (6)



Estos botones pueden permanecer debajo del suelonptiempo considerable hasta que se
presenten la condiciones ambientales favorablegolude intensas lluvias, dichos botones
sufren el crecimiento rapido hacia los cuerpoxtiferos maduros. Aunque ya no tiene lugar el
crecimiento de las hifas, gran parte de la expansiveste estadio debe a la incorporacion de
agua. Esta expansidén generalmente es tan rpidasegpuede formar un cuerpo fructifero al
cabo de unas cuantas horas o dias. En la mayoriasdeasos, cierto numero de cuerpos
fructificantes madurard al mismo tiempo en un @etarminada de suelo, produciendo lo que
se denomina brotes o floracién de cuerpos fruatities; un dia, en lugar determinado, se puede
suponer que no hay cuerpos fructiferos, mientrasatidia siguiente puede encontrarse cantidad

de ellos, ver figura 3. (6)
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Figura No 3.- Ciclo de vida y esporas de uBasidiomycetessgta).(6)



1.4.5. REPRODUCCION

Los basidiomycetes son hongos superiores la rfsayde los cuales producen cuerpos

fructiferos macroscépicos, mediante reproducciénale

La reproduccion sexual se da en cuatro etapasese:fas

a) Plasmogamia: que se desarrolla en el micelio.
b) Cariogama: que se desarrolla en el himenio depoueuctifero del hongo.
c) La meiosis: que constituye el intercambio genético

d) Division: para producir cuatro nucleos hijos haghési.

Es interesante observar que un hongo del gérlenrotus pueda existir en dos formas muy
diferentes segun su estado sexual, una macrosapiceima de oreja y con esporas blancas en
masa, que es la fase perfecta o sexual y la otfarera de peddnculos diminutos con esporas

negras, que es la fase imperfecta o asexual (Agtropsis) (1,6 ).

La fase sexual en cualquier hongo se le denomiean®rfo y la sexual anamorfo y la las dos

juntas en el mismo hongo halomorfo.

Los hongos también se pueden reproducir vegetaginsarpor medio de fragmentos obtenidos
del micelio o del cuerpo fructifero. Si tomamos esepsia una porcion del micelio secundario
del hongo o una pequefa pieza del cuerpo fructjfféagponemos bajo humedad, temperatura y
nutrientes adecuados, dicho fragmento crecerddrdas hifas, formando asi un nuevo micelio.

(1,6)

El método vegetativo es el mas utilizado en lalooi@ipara producir hongos



1.4.6. ESTRUCTURA DEL PLEUROMA DE Pleurotus s.p

.La mayoria de los hongos cultivados desarrollaruesiras visibles que producen esporas
(basidiomas). Estas estructuras son de construamdmpleja y poseen un alto grado de
diferenciacion de tejidos hifales. Esto quiere dgae estan formados por hifas provenientes del

micelio vegetativo, el cual se transforma en micetproductor.

Su formacién se debe a la agregacién y compactdidfahdel micelio, ademas de una alta
ramificacion hifal, ensanchamientos, engrosamieletda pared hifal y también gelatinizacion

(crecimiento, ramificacion y agregacion hifal).

El cuerpo fructifero d@leurotusspy de otros Basidiomycetes es una estructura edjzacda y
diferenciada disefiada para la produccion y disperdé gran nimero de esporas. A diferencia
de las células meristematicas de las plantaseelnsiento aqui se debe a un control establecido
por el crecimiento regulado por los &pices de Rashiy su posterior ramificacion de los

compartimentos subapicales por debajo de la reapdral de la hifa.

La diferenciacién hifal ocurre aun en el estadealenizacion del micelio vegetativo dentro del

sustrato.

Las fases por las que atraviesa un basidioma pdmraacion son:

Iniciacion, Diferenciacion, Expansion y Maduracifinal. La luz en Pleurotus es un factor
necesario y determinante para que se lleve a @abasé de Iniciacion y la formacién de los

basidiomas son la humedad y la ventilacion.

Pleuroma es el nombre que se aplica al basidioma del hdpigorotus es un o6rgano
reproductor y productor de estructuras generadatasesporas, es decir, basidios y
basidiosporas, también recibe los nombres de loasidi basidiocarpo, carpéforo, cuerpo

fructifero, himendforo, esporéforo, etc. depend@ddl autor que se este consultando.



Es importante decir que el basidio es la estruaaréa cual se lleva a cabo la cariogamia y la
meiosis y en donde las meiosporas (basidiospoeagjesarrollan, al basidio se le conoce

también como meiosporangio.

El Pleuroma puede ser variable en tamafio, depadalida su edad de origen, desde unos
cuantos milimetros cuando recién se formé como gdio hasta unos 20 centimetros 0 mas

cuando se le ha dejado desarrollar demasiado.

El primer estado del desarrollo del Pleuroma e%®mordio”. A un tamafio de 1-2 mm de

altura se pueden reconocer como cuerpos redondagugcinos. El cuerpo esta separado en
dos aparentemente idénticas regiones. Conformerimlogglio se alarga las dos zonas se
diferencian en tres regiones pileo, laminas y esg importante notar que cuando joven (unos

8 a 10 cm.) el Pleuroma es suave y cuando crecaenasgelve correoso Yy dificil de paladear.

El estipite consiste de dos regiones principalgsjielo interno y el tejido de la superficie. El
arreglo de las hifas varia en las diferentes regiopero ambas estan verticalmente orientadas.

Las células de la superficie se alargan para foastaucturas semejantes a pelos. (figura 3)

esporas (muy aumentadas)

Corte del Estipite

Figura No 4.- Pleuroma o cuerpo fructifero en la poduccién de esporas.

http://www.uv.mx/institutos/forest/hongos/estrumht




Las laminas del himenio estan compuestas de tyemes:

» Latrama
> El sub-himenio

» El himenio (figura No 5)

corte de-pileo

Figuraohb: Estructura del Himenio

http://www.uv.mx/institutos/forest/hongos/estrumht

Las células de la trama son elongadas y correritimhigalmente todo el centro de la lamina
desde el pileo hasta el borde de la lamina. Laslagtlsub-himeniales son ramificadas se

originan de la trama a intervalos a lo largo dgdate las laminas.

La zona himenial esta compuesta de basidios apetachto con otras células llamadas
basidiolos y cistidios (pleurocistidios y queild@#s) en contacto unos con otros pared con
pared. Conforme los basidios maduran y se desamrelinergen de la superficie de la lamina y

se vuelven conspicuos.

La capa himenial se origina mediante un complejoadeificaciones y crecimiento hifal de la

capa de abajo llamado sub-himenial. (Figura 6)
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Figura No 6: Laminas del Himenio

hitp://www.uv.mx/institutos/forest/hongos/estrumhbt

1.5. CULTIVO

El cultivo de los hongos comestibles es del tipml@&gico”, pues lo que al hombre le es poco
atil y que desecha, como las pajas, bagazos, descgrpulpas (subproductos de la industria)
el hongo lo transforma en alimento proteinico ynegrcancia para venta. Es un cultivo de

reconversion ecoldgica.

Pleurotus ostreatasltivado a nivel de laboratorio

www.uv.mx/institutos/forest/hongos/estruc.html




1.6. ESQUEMA GENERAL DE CULTIVO

» Compra/Obtencion de la Cepa

» Propagacion de la Cepa

» Produccion de Semilla de In6culo
» Preparacién del Sustrato

» Siembra

» Cultivo

» Cosecha

Cultivar hongos es un arte y como tal requiereat®cer técnicas y luego con la practica lograr

el dominio y el placer de cosechar.

El cultivo de hongos comestibles es una activida& en los ultimos afios se ha convertido en
una verdadera alternativa para la obtencion desalins para el para el consumo humano, por la
posibilidad de conseguir grandes cantidades engiieguareas mediante técnicas sencillas, a
bajo costo, en cortos periodos de tiempo y empteaesiduos agroindustriales como sustrato

pasa su cultivo. (13)

Es importante diferenciar entre lo que se considarécultivo casero" y lo que corresponde a

un "cultivo industrial". El primero esta enfocadtagroduccion de unos cuantos kilogramos de
hongos para autoconsumo (e incluso puede alcaarawvpnder el excedente a baja escala) con
una inversién minima, no asi el segundo que reguerinversiones considerables (y mas en
este momento) asi como del soporte de técnicositagas y responsables de la produccion a

gran escala y de un plan eficiente de manejo yagei22)

El cultivo de hongos a bajo costo (por sus caristiess de austeridad) por lo general ejerce
poco control sobre las condiciones del medio (teatpea, humedad, ventilacién, luz,

oscuridad, etc.). Entre méas factores del mediouselgn controlar, mas costos se tendran que



incorporar a la inversion para el cultivo. Los imads son mas estables y mas productivos
cuando el lugar de cultivo posee aire acondiciongdwo es muy caro). Sin embargo, las
condiciones de cultivo caseras son baratas (autependientes de las condiciones del medio)
y son productivas a bajo nivel, suficiente paraeaisumo y comercializacion del excedente.

(30)

A nivel de produccién casera se puede ejercer tamtierta regulacién sobre los factores del

medio, por ejemplo:

La temperatura se puede regular abriendo ventamagetas (si es que existen) para que la

temperatura baje y permita ademas una ventilacion.

-La humedad se puede regular aplicando agua &b gasto permite también regular la

temperatura).

El ingenio del cultivador sera necesario para wesdhs situaciones del cultivo. La experiencia
serd la base del mejoramiento de los cultivoseeda aventura y la motivacion que conlleva a

la superacion.

Algunas personas construyen pequefios médulos dgecpl&n su patio 0 en su azotea para la

produccion de hongos.

Los hongos producidos deben de tener la aparieabissta y con un pie lo mas corto posible

(lo que nos indica las buenas condiciones de ojltivsu olor a anis dulce. (22)

De todos los tipos de hongos comestibles Unicamsateultiva artificialmente los que se

encuentran dentro del grupo de los saprofitos. Estodebe a que sus requerimientos
fisiologicos y ecoldgicos son mas simples que los gertenecen al grupo de los hongos
parasitos o simbidticos, los cuales se desarr@tarcosistemas mas complejos y son menos

conocidos. Los saprdfitos utilizan la biomasa valgeamo fuente de carbono y energia. (30)



Utilizan carbono como fuente de energia, y parldboracion de sustancias estructurales de la
célula. Entre los compuestos mas comunmente engdeadstan los carbohidratos
(monosacaridos) acidos organicos, aminoacidos, sguebtienen a través de la membrana
celular, algunos alcoholes y lignina. Sin embatgse,moléculas mas complejas que incluyen
quizas muchos polisacaridos, deben degradarse ameoos ene. Exterior de la célula por

medio de las enzimas liberadas a través de ladgmtmidas a ésta. (22)

1.6.1 FACTORES QUE CODICIONAN EL CULTIVO

1.6.1.1. HUMEDAD.

La humedad es uno de los factores determinantes enltivo de hongos comestibles. Su
crecimiento depende de la humedad relativa presentel medio, cuyos valores estan
comprendidos entre 70-85%. Algunos hongos pararestingiento requieren de una cantidad

optima de humedad en el sustrato, la misma quendepel tipo de sustrato a utilizarse (7).

1.6.1.2. TEMPERATURA.

La influencia de la temperatura sobre el curscaderimentacién, deriva fundamentalmente de

la relacion existente entre ésta y el crecimiento.

Temperaturas muy elevadas provocan la muerte daitysorganismos; las temperaturas muy
bajas inhiben el desarrollo de éstos y; por afimdjdejercen accion conservadora sobre los
gérmenes. Al determinar la temperatura que deberangen la fermentacién hay que tener en
cuenta que con el calor se aceleran las reaccinatgholicas, es decir los procesos de sintesis,
asi como también el desdoblamiento y con él laeméz inactivacidén de las enzimas, actdan en

sentido opuesto. Como resultado, la producciénatedsa decae a temperaturas extremas. (7)

Pocas generalizaciones se pueden hacer con rekatddemperatura, tanto para el crecimiento

vegetativo, como la fructificacion de los hongomestibles.



Cada especie tiene una temperatura 6ptima pastififtar la cual puede o no coincidir con el
crecimiento vegetativo. Asi en general, las tentpesa de la fructificacion 6ptimas para los
hongos comestibles son siempre mas bajas que [setatara de crecimiento vegetativo. La
temperatura Optima paraRleurotus ostreatus variedad floridan su fase vegetativa es 30°C
y para la fructificacion 25°C. Los efectos en larfologia a causa de la temperatura pueden ser
facilmente observados. La determinacion de la teatpe éptima puede por lo tanto contribuir

a la maxima calidad del producto.

1.6.1.3. FUENTE DE CARBONO

El principal constituyente de los microorganismesekcarbono. Los organismos fotosintéticos
obtienen energia de la oxidacion de compuestoganaros, tipicamente usan el dioxido de

carbono como Unica fuente de carbono celular.

Los demas organismos obtienen su carbon de nasi@emganicos, los cuales tienen una doble
funcién como fuentes de energia y de carbono. Liosonorganismos son extraordinariamente
diversos con respecto a la clase y nimero de catgri@rganicos que pueden usar como
fuente principal de carbono y energia. Tanto guiialmente no hay compuestos organicos
naturales que no puedan ser usados por los miemvisrgos. Se debe adicionar al medio una

fuente de energia suficiente en términos de carbono

Esta se puede basar en el rendimiento constardm@grde células por gramos de substrato

usado).

1.6.1.4.CONCENTRACION DE NITROGENO.

Junto con la fuente de carbono, es vital una fugateitrégeno. En los medios de laboratorio el
nitrdgeno se aporta normalmente como sales de anmniitrato, pero para los procesos
industriales se usan otras fuentes como Urea,ehdersoya, semilla de algodén, de maiz y de

pescado.



1.6.1.5. DIOXIDO DE CARBONO

El efecto del diéxido de carbono en la fisiolog& hongo comestible puede ser substancial.
Muchos trabajos han sido realizados para el hoagain. Agaricus .En general, algunos
de los hallazgos sobre Algaricus, pueden ser relacionados con otros hongos conesstib
Niveles de C@menores al 0.1% pueden causar retardo en la fobmald esporéforas y una
reduccion de esporoforas iniciales émgaricus(13). El Pleurotus ostreatusecesita que los
niveles de diéxido de carbono, estén lo mas prégienta del aire normal (0.40-0.60%)(14). En
estos cultivos la aireacion remueve el,@@e se libera durante la fermentacion y que atetda

produccién de la biomasa.

1.6.1.6.LUZ

Las reacciones de los hongos a la luz visible raviltbleta son principalmente de tres tipos:
inductiva, inhibitoria y tréfica (55). Los efectogluctivos incluyen a la luz como requisito para
la iniciacion o maduracién de las estructuras mypetoras y responsables cuantitativamente en
el incremento del numero de estructuras reprodastdra luz esencial para la formacion y
maduracion de las estructuras reproductoras deadgespecies de Basidiomycetos que pudren

la madera.

La calidad y cantidad de luz son importantes camaitlones en los procesos de formacion y

maduracion. Por tanto es fundamental que la duraeiéntensidad de luz sea considerada para
cada especie y en el caso Bilurotus ostreatyse ha demostrado los requerimientos minimos
y 6ptimos. Fructificaciones en ciclos por debajdadel2 h de luz 'y 12 h de oscuridad, de forma

continua y una intensidad de 500 lux, han siddxéstalo como las condiciones Optimas para el

Pleurotus ostreatud.a sintesis de muchos compuestos difiere amplitar@rando los hongos

son cultivados en ausencia o presencia de luz (7).



1.6.1.7.PH

En todos los procesos fermentativos la concenmadi los iones hidrégeno, constituye un

parametro esencial para el crecimiento de los migemismos.

Este es un factor determinante para la selectivighdustrato. La mayor parte de los hongos se
desarrollan de preferencia en un pH ligeramentdoadiluchos de los hongos comestibles
producen, en su propagacion en sustratos solidetapwlitos que tienden a hacer que el pH del

sustrato disminuya. (14)

Pleurotus ostreatusequiere 17 elementos, entre los cuales, los miégarges: nitrogeno, 1%
del peso del sustrato humedo; fésforo, potasio,ufr@az magnesio, ademas requiere en

proporciones menores calcio, hierro, zinc, cobijbdeno y manganeso. (4)

El Pleurotus ostreatusrece en pH comprendido entre 5.5y 6.6. (2)



TABLA No ll. FASES DE CULTIVO DE LA SETAS.
Fases Procesos Tiempo|  Cultivo Industrial Cultivo
domeéstico
Preparacion | Acondicionamientg Paja de cereales, Paja de
del sustrato | del material de residuos de maiz, cereales
base aserrin, etc. picada, etc.
Empajado De horas Agua Agua semi
a dias templada
Pasterizacion 18 horas50°C . En aerobiosis Una hora en
(o]
8 horas | 60°C agua a 80°C.
Escurrir y
18-24 80°C al vapor lavar..
horas
Siembra del | Mezclado Al 2% de sustrato, | 3% del
micelio con 70% de sustrato
humedad y hamedo
temperatura
ambiente
Incubacion 15-20 | Sacos plasticos o Sacos
dias recipientes cubiertog plasticos o
de plastico. recipientes
Temp. Ambiente: 18 cu,blgrtos de
_ 20 0C. plastico.
. L Temp.
Temp. trato: 25°C )
emp. sustrato: 25 Ambiente: 18
— 22 °C.
Temp.
sustrato: 25°C
Produccién dg Control del Hasta en| Temp. Ambiente: Temperatura
setas ambiente 60 dias | 12- 18°C, segun la | ambiente
Cosechas C€Pa- meonor de
de 3-8 | Humedad ambiente: 15°C
dias 85 95% Alta humedad
Intervalo | El sustrato debe estar
entre ) himedo, lluminacién
COSECNAS ||uminacion diurna : | diurna
10-20 | 60-2001ux
dias

www.vicobos.es.vg



1.6.2. IMPORTANCIA ALIMENTICIA'Y MEDICINAL DE LAS SETAS.

Segun analisis realizados por especialistas ereatos, los hongos tienen normalmente de 19-
35% proteina aprovechables real en seco, con geatiiilidad de hasta un 86%, su contenido
vitaminico investigaciones realizadas nos indica® spn (8.6 mg. de acido ascorbico; 0,12 mg.
de tiamina; 0,52mg de riboflavina; 5,82mg. de acidmtinico; 2,38 mg. de acido pantoténico;
0,018 mg. de biotina, todo en 100 g. de muestifgesno), el contenido en carbohidratos de 3 —
6 g %, de grasa de 0,05a 0,3 g.%, y el gran pdel@onversién que tiene sobre los desechos
lignocelosicos,(17) comparado a los vegetalesrtalimas y frutas), que solamente tienen un
7.3-12%, con excepcidén de la soya que contiene etR5 y 90% de proteina. A nivel de
aminodcidos, las sustancias precursoras de lasimast tales como la lisina y el triptéfano,
llegan a nivel de 4.5-9.9g y 1.1-1.3g respectivamepresentes en las orejas blancas de las

setas comparado al de los huevos de gallina quenti@.4-1.6g de lisina y triptéfano.(10)

La composicion quimica de I¢deurotuses particularmente interesante desde el puntostie vi

dietética, su valor energético global en dependedel tipo de especie oscila entre 150 y 350
Kcal/kg de hongos frescos constituyéndose a laereaina valiosa fuente de vitaminas y
diferentes sales minerales, sus contenido de aougtsicos no supera los limites establecidos
por PGA (Prtein Advisory Grup) de las Naciones W@sido que lo hace tolerable e inocuo,

permitiendo incluso su consumo diario.

En la Tabla No Ill, se reportan ciertas caractiedst fisico-quimicas de las setas con otros

alimentos.



TABLA 1ll. CARACTERISTICAS PRINCIPALES DEL Pleurotus ostreatusEN

COMPARACION CON OTROS ALIMENTOS.

INDICES HUEVO | CARNE | VEGETALES | CARNE | LECHE | Pleurotus
ENTERO | RES HOJAS POLLO Ostreatus.var
FRESCA FRESCA florida
ENERGIA
(kcal/1009) 166.0 117.0 21.0 165.0 55.0 345.0
HUMEDAD
% 72.7 74.6 93.2 70.6 89.7 92.06
PROTEINA
VERDADERA 13.0 20.06 2.2 18.2 3.1 28.15
(%b.s)
GRASAS
(% b.s) 12.0 4.0 0.2 10.2 2.8 2.93

*INCIDCA (1999) (19)
1.6.3. CONSERVACION DE LAS SETAS

1.6.3.1. REFRIGERACION.

Debido a que los hongos contindan su desarrollo después de cosecharlos y son
influenciados por la temperatura y las concentrasode didxido de carbono y oxigeno, es

recomendable transportarlos refrigerados, entr@®y para su venta en fresc@gra acortar



al maximo el tiempo que transcurre desde el mom@ata cosecha hasta el inicio de cualquier

proceso de conservacion.

Para evitar pérdidas de peso fresco, la refrigémagi el transporte deben realizarse con
humedad relativa de 90 al 95%. A 0°C la actividadatndlica de los tejidos fungicos es baja,
pero no nula; a temperaturas entre — 0.9 y -1.2I°@yua de los tejidos se congela y puede
originar cristales de hielo que rompen las estrastucelulares; cuando los tejidos se
descongelan, se reinician las interacciones enzisistrato, lo que lleva a un rapido deterioro

del producto.

1.6.3.2. CONGELACION,

Método de conservacion de los alimentos que se drasa exposicion al frio, a temperaturas
inferiores al punto de congelacién. En la regidnasia por encima del punto de congelacion se

habla de refrigeracion.

La congelacién impide la multiplicacion de los mierganismos (bacterias y hongos
microscoépicos). Por el contrario, las enzimas, cagtividad degrada los alimentos, si se
mantienen activas en condiciones de congelacidrgueusu actividad es mucho mas lenta. Por
eso las legumbres frescas suelen blanquearse oskeantes de congelarlas, con el fin de

Inactivar estas sustancias e impedir que el s&degrade.

La congelacion de setas suele hacerse mediant&tetlonde enfriando al vacio, que requiere de
15 a 20mint para alcanzar una temperatura proxif@Cao utilizando el método de enfriado
con ventilacion positiva, que evita pérdidas de édaa al utilizar aire enfriando con agua —
hielo. Otras formas de enfriar los alimentos y artipular las setas comestibles, son el uso de
nitrdgeno liquido o de congeladores a — 40°C. Wmlegrada la congelacién de las orellanas,

por cualquier método, se deben conservar a — 20°C.

Las setas congeladas pueden durar varios mesemgor pérdida de calidad. Los mohos y las

levaduras y la mayor parte de las bacterias seugest y las enzimas se inactivan por el



escaldado previo con vapor o con agua hirviendm guk se ha afiadido 0.1 a 0.2% de acido
citrico. El Pleurotus ostreatuses una seta que presenta caracteristicas propeias ser
sometida a congelacion, ya que muestra pocas pérdittlusive cinco meses después de haber

sido sometidas a dicho tratamiento. (19)

1.7. GENERALIDADES DEL MAIz

1.7.1. DESCRIPCION BOTANICA

El maiz es un cultivo muy remoto de unos 7000 afeosintigliedad, de origen indio que se
cultivaba por las zonas de México y América Centraly dia su cultivo estd muy difundido
por todo el resto de paises y en especial en todzp& donde ocupa una posicion muy elevada.

EEUU es otro de los paises que destaca por scagtantracion en el cultivo de maiz.

Su origen no esta muy claro pero se considera guengce a un cultivo de la zona de México,

pues sus hallazgos mas antiguos se encontrarqh3lli

1.7.2. CLASIFICACION CIENTIFICA
Nombre comun Maiz

Nombre cientifica Zea mays

Familia: Gramineas

Génera Zea

1.7.3. VALOR NUTRITIVO

El maiz duro amarillo en Ecuador, satisface ppalchente la industria procesadora de
alimentos balanceados para la alimentacion aniavals( ganaderia, camarones). Se estima que
esta industria absorbe la casi totalidad de pradoccomercializada; una pequefia cantidad

sirve para el autoconsumo. (8)



El valor nutritivo del grano de maiz esta sintetiz@or diferentes elementos que lo conforman,

como el contenido de proteina, nitratos, carbotodrayrasas, aceites, minerales y vitaminas.

En la tabla No 1V (8), se indica la composicion aheliz

TABLA No IV. Composicion quimica del maiz

Parametros Resultados
Materia seca 88.00%
Proteina cruda 0.90%
Grasa 3.50%
Fibra Cruda 2.90%
Calcio 0.01%
Fosforo total 0.25%
Cenizas 1.50%
Proteinas digerible(rumiantes) 5.80%
Cobre 3.40ppm
Zinc 10.40ppm
Selenio 0.04ppm

INSTITUTO ECUATORIANO DENWVESTIGACIONES AGROPECUARIAS (INIAP)1999
1.7.4. RESIDUALES DE MAIZ

Este cultivo genera gran cantidad de biomasa deeggtacion), la cual el hombre cosecha el
50% en forma de grano. El resto corresponde agdigegstructuras de la planta tales como cafia,

hojas panoja y otras. La produccion de biomasaueakique genera el maiz de grano (cafias,



hojas, chalas y corontas) fluctia entre 20 y 2&ltatas por hectarea, por lo que existiria una

disponibilidad potencial total entre 1 y 3.5 miksnde toneladas. (12)

1.8. GENERALIDADES DE LA QUINUA

1.8.1. DESCRIPCION BOTANICA

La quinua o quinoa, (Chenopodium quingaes un cereale la familia_ Chenopodiacegee se

produce en los Andede ArgentinaBolivia, Chile, Colombia Ecuadoly el Pera

Crece desde el nivel del mar en Chile y el Pertiahlas 4.000_metrogn los Andes, pero

generalmente crece a partir de los 2 500m.(26)

Origen

Fue cultivada en los Andes boliviangsncipalmente y también en los ecuatorianos wameos

desde hace unos 5.000 afios. Este cultivo, al igualla_papaue uno de los principales

alimentosen muchos pueblos andinos de la antigliedad pré6ga

1.8.2.CLASIFICACION CIENTIFICA

Reina Plantae
Divisién: Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Caryophyllales
Familia Amaranthaceae
Género Chenopodium
Especie C. quinoa

Nombre binomial :

Chenopodium quinoa



Nombres comunes

Aymara Supha, jopa, jupha, juira, ara, gallapi, vocali.

» Chibcha Suba, pasca

+ MapudungunDawe, sawe

+ Quechua Ayara, kiuna, kitagafiwa, kuchikinwa, kiwicha, hita, gafiwa,

gafiawa.

1.8.3. VALOR NUTRITIVO DE LA QUINUA

La quinua es un producto ancestral andino. Tiengltorcontenido de proteinas y aminoacidos
esenciales como la lisina, metionina y triptéfais. un cultivo resistente a los cambios
naturales y se adapta en los sitios altos de tardar

La quinua supera en valor alimenticio a otros gsazmmo el trigo, arroz, maiz, cebada y es
comparable con algunos alimentos de origen animaiocla carne, la leche, huevos y el
pescado. Los estudios demuestran que la hoja giginaa es un gran alimento utilizado como
verdura; su contenido de proteina es superioda tatras hortalizas. (32)

La quinua es una excelente fuente de carbohidsat@ne casi el doble de proteina
comparada a otros cereales como el arroz v el figa proteina es de muy alta calidad
por la combinacién y proporcion especialmente deasus aminoacidos y brinda un
aporte sorprendente de minerales como hierro, ipotasgnesio y zinc junto con las

vitaminas del complejo B (32).
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. MATERIALES

La cepa que se utilizé para el trabajo de invesitgafue CP 184Pleurotus ostreatus var.
florida, donada por el Centro de Estudios de Biotecnologdasdtrial de la Universidad de
Oriente de Santiago de Cuba.

Esta cepa se propag0 y crece a una temperatuta-d282C (anexo No 1)

2.1.1. SUSTRATO

El sustrato es la materia prima donde crece ellimiceas propiedades fisico- quimicas del
residuo son las que determinan que hongos o mgao@mos puedan crecer en él.

Los residuos usados como sustratos para el culimmn: tuzas provenientes del maiz, y el
rastrojo de quinua

Los residuales de maiz (tuza) provenientes del adercde san Alfonso (Riobamba),
recolectados cuatro sabados en la tarde despuédeat@ y los residuales de quinua se obtuvo

en el cantén Colta. Provincia de Chimborazo.

2.2. METODOS

2.2.1. DISENO EXPERIMENTAL

En un proceso de fermentacion sélida, intervienegran numero de factores que influyen en
las diferentes fases de produccidn, en este tradmjoontrold la temperatura, humedad y
luminosidad, pH, del sustrato en la siembra de B&.remocién del COse logré por

ventilacién en el lugar del cultivo.



2.2.1.1. CONDICIONES DE TRABAJO

Condiciones en las que se trabajé son las sigsiente

¢ Temperatura entre 25°y 30 °C.
¢ Humedad relativa 80-90 %.

e Luz entre 400 y 800 lux.

Estos parametros se lograron manteniendo dos eat@isi de agua hirviendo, con capacidad de

27 L cada uno. Y con la ayuda de un vaporizador.

El disefio estadistico a aplicarse en este tralsajm elisefio completamente al azar.

2.2.1.2. TRATAMIENTOS

Disefio completamente al azar DCA con cinco tratatogey tres réplicas

TRATAMIENTOS:  TIPOS DE SUSTRATOS

T1 Residutss quinua

T2 Residubs maiz

T3 50% resioside quinua + 50 % residuos de maiz
T4 30% residside quinua + 70 % residuos de maiz

T5 30% resioside maiz + 70 % residuos de quinua



2.2.1.3 ESQUEMA DEL ANALISIS DE VARIANZA

Fuentes de variacion Grados de libertad
Tratamientos 4

Error 12

Total 16

Analisis Funcional
e Se realizar4 la prueba de Tukey al 5 % para delecel mejor tratamiento, en
funcién del Rendimiento, Eficiencia bioldgica, preitlad y cantidad de proteina.

+ Se determinara el coeficiente de variacion.

2.2.1.4. PARAMETROS A DETERMINARSE
Cuando los hongos han fructificado se realiza lsecba y al tener el resultado del mejor

tratamiento, comprobaremos experimentalmente:

+ Rendimiento

Es la relacién en porcentaje entre el peso fresthahgo y el peso del sustrato himedo:

Patd hongo fresco

Rendimiento= -------------=-mmemmommem oo x 100

Pesd sustrato Himedo



» Eficiencia Bioldgica.

Es la relacién en porcentaje de peso fresco dejdgrel peso del sustrato seco:

P& hongo fresco

Eficiencia Biolégica =----------=-==mmmmmmmmmmneev x 100

Pelsd sustrato seco

* Precocidad.

Tiempo que transcurre desde el dia de la siendsta e aparicion de los primordios.

2.2.2. METODOLOGIA

La metodologia utilizada se indica en el siguiehégrama de Flujo: Figura 6.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. CARACATERIZACION DE LOS RESIDUALES

TABLA No: V. COMPOSICION QUIMICA DE LOS RESIDUALE S
Para saber se los residuales eran aptos para Hevabo la FES fue importante realizar el

andlisis proximal de estos, resultados que sonestpsi en la siguiente tabla.

RESIDUALES | HUMEDAD | CENIZA | GRASA | FIBRA | PROTEINA | CABOHIDRATOS
(%) (%) (%) (%) (%) (%)

TUZA~ 9.37 3.54 7.29 | 25.99 3.86 53.99

RASTROJO 11.09 10.85 435 | 55.29 10.85 2453

QUINUA®

* VALENCIA 2002
a YAMBAY 2000

TABLA No: VI

% DE LIGNINA'Y CELULOSA EN RESIDU ALES

RESIDUALES LIGNINA (%) |CELULOSA (%)
TUZA 38.62 45.59
RASTROJO DE QUINUA 26.26 52.01

La tabla No VI nos indica valores obtenidos en eotaje de lignina y celulosa que presentan

los residuales.

LAB. NUTRICION ANIMAL ESPOCH

TABLA No: VII  ANALISIS MICROBIOLOGICO DE LOS RESI DUALES
RESIDUALES RECUENTO DE COLIFORMES RECUENTO DE
MICROORGANISMOS TOTALES LEVADURAS
AEROBIOS MESOFILOS NMP/g UPClg
UFCl/g

TUZA 5100 1400 65000

RASTROJO DE 1085 250 3500
QUINUA

LAB. MICROBIOLOGIA ESPOCH

En funcion de los resultados obtenidos en los sieaficrobiologicos de los residuales, se
considerd necesario realizar un tratamiento deilezdeion y antifingico a los resultados antes

de llevar a cabo la FES.



TABLA No: VIII ANALISIS MINERALOGICO DE LOS RESID UALES

RESIDUALES N K P Ca Mg Zn Fe Cu Na Mn
% | mg/Kg | mg/Kg | mg/Kg | mg/Kg | mg/Kg | mg/Kg | mg/Kg | mg/Kg | mg/Kg
TUZA 1,7 3654 55 2173 1096 35,48 52,1 1,81 1469 8,13
QUINUA 0,56 | 221543 1613 21190 184869 30,61 62,15 5,37 $8296,51

CESTTA

3.2. ANALISIS BROMATOLOGICOS DE LOS CUERPOS FRUCTIF EROS

TABLA No IX. ANALISIS BROMATOLOGICO DE LOS CUERPOS FRUCTIFEROS.

PARAMETRO (%) | H. quinda| H. tuza H. mezcla H. mezcla H. mezcla
100% 100% | Tuz-qui 50:50%| Tuz-qui 70:30%| Tuz-qui 30:70%
FIBRA 15.56 14,56 17,88 17,98 10,51
GRASA 2.01 1,2 1,5 1,7 2,5
PROTEINA 32,12 33,69 25,19 20,72 16,28
HUMEDAD 86,66 91.14 90,00 82.58 91,76
CENIZAS 7.19 11,8 12,45 13,4 12,51

Resultados y Discusion

Los valores obtenidos de la fibra oscila entre @4/515,56 % para la tuza y la quinua
respectivamente; en tanto que para las mezclasideayy tuza la variacion esta entre 10,51 a
17,98 % correspondiente a las mezclas tuza-quB@0, 50:50, 70:30. Como se observa en la
tabla No IX, estos valores de contenido de fibrnangen explicar la buena digestibilidad que
tiene el hongo.

Los niveles de grasa observados son mayores enolugos cultivados sobre el residual de
quinua 201% y 1,2 % para los residuales de maizugnto a las mezclas se observan valores
que corresponden con los datos obtenidos antenberesto es: 1,5%, 1,7% y 2,5% en las
concentraciones tuza-quinua 50:50,70:30 y 30:7@spondientemente.

En los valores del porcentaje de proteina obteniolos cuerpos fructiferos cultivados en
residuales de maiz (tuzas), residuales de quias&djo) y sus mezclas: 50%:50%, 70%:30 y
30%:70%, se puede observar que existe una varigmdrio que se podria decir que, los
cuerpos fructiferos cultivados en residuales aPd@dodujendo altos porcentajes de proteina:
en quinua 100% se obtuvo 32,12% de proteina y 10086 con 33,69%. De una manera
experimental y solo considerando el porcentaje rd¢efma obtenido podemos decir que los

residuales de maiz y quinua son aptos para olitengos de alto valor nutritivo. El porcentaje



De proteina en las mezclas tubo una disminuciorg080 con 25,19% de proteina, mezcla
70:30% con 20,72% y la mezcla 30:70% con 16,28%

Los valores de ceniza son de 11,8% y 7,19% paraelsiduales de maiz y quinua, y para las
mezclas tuza-quinua 70:30, 50:50 y 30:70 son: 1314%45% y 12,51% respectivamente.

Estos valores encontrados de ceniza estan reladsnzon los valores mineralégicos de los

residuales que se reportan en la tabla No VIl

3.3. ANALISIS MICROBIOLOGICO DE LOSCUERPOS FRUCTIF EROS

TABLA No: X  Analisis microbiologico de los cuerms fructiferos

DETERMINAICONES METODO Quinua Tuza Tuz-quin Tuz- Tuz-
USADO 100% 100% 50:50% quin quin
70:30% | 30:70%
RECUENTO DE
MICROORGANISMOS Siembra en 72x1d | 41x1d 566000 116 x 1d | 6,3 x1d
AEROBIOS profundidad
MESOFILOS UFClg
COLIFORMES Siembra en 1100 95 7500 1100 1400
TOTALES NMP/g profundidad
RECUENTO DE Placa en extension 2 x%10| 58 x 16 11 x 10 1x 10 177400
LEVADURAS UPClg

LAB. MICROBIOLOGIA. ESPOCH

Los resultados obtenidos de los andlisis microgiotis de los cuerpos fructiferos cultivados en
los dos residuales y sus mezclas se ilustran &bla No X. Sin embargo no existen tablas con

valores referenciales al respecto.

3.4. RESULTADOS DE CELULOSA Y LIGNINA EN LOS CUERP OS FRUCTIFEROS

TABLA No: XI Porcentaje de lignina y celulosa ercuerpos fructiferos

ANALISIS H.Quinua | H. Tuza | H. Tuz-quin | H. Tuz-quin | H. Tuz-quin
100% 100% 50:50% 70:30% 30:70%
CELULOSA (%) 2,04 5,28 4,67 3,15 4,94
LIGNINA (%) 4,36 1,57 1,89 1,27 1.73

LAB. NUTRICION ANIMAL ESPOCH



El andlisis del contenido de lignina en los cuerfpostiferos de los hongos cosechados
en los residuales de maiz, quinua y sus mezclasadigaron en el Laboratorio de

Nutricion Animal de la Facultad de Ciencias PeasarESPOCH.

Los valores obtenidos para la celulosa de 2,04928% y para la lignina de 4,36% y

1,57% correspondientes a la quinua 100% y tuza 190%s valores obtenidos en la

celulosa para la mezcla tuza-quinua 50:50, 70:30:Y0 de 4,67%,3,15% y 4,94%; asi
como los valores de lignina 1,89%, 1,27% y 1,73%lasnmezclas antes indicadas
demuestran la actividad lignocelulolitica que cemaza al hongo, si los comparamos

obtenidos en los residuales iniciales. (TABLA XI)

3.5. RENDIMIENTO, EFICIENCIA BIOLOGICA Y PRECOCIDAD DE LOS
CUERPOS FRUCTIFEROS. (ANEXO V'Y VI)

TABLA No: Xll Rendimiento del Pleurotus ostreatus var. florida

TRATAMIENTOS | R; R, Rs

Quinua 100% 19,0516,39| 14,09
Tuza 100% 46,9244,32| 41,4
Tuza- quinua 50:50 51,8%15,12| 43,83
Tuza- quinua 70:300 49,73%2,97| 51,85
Tuza- quinua 30-70 48,799,05| 47,84

TABLA No: XIIl Rendimiento del Pleurotus ostreatusen residuos agroindustriales

Residuo | Rendimiento

(%)
. quinua 14,51
. maiz 44,21

. 50:50 46,93

. 70:30 51,52

. 30:70 48,56

. cacao 37,035
. caha 25,2795

0333|970




En la tabla No XIIl, tenemos una comparacion enliraiento entre los tratamientos realizados
con otros residuos, podemos ver que los resida@epiinua y las mezclas tienen los mejores

resultados sobre otros residuales como cafia y cdcdnl5)

TABLA No: XIV. Eficiencia bioldgica del Pleurotus ostreatus var. florida

TRATAMIENTOS | R; | Rz | R3
Quinua 100% 36 30| 30
Tuza 100% 80 78| 77
Tuza- quinua 50:50, 8488 | 82
Tuza- quinua 70:30] 9498 | 98
Tuza- quinua 30-70 8685 | 86

TABLA No XV. Eficiencia bioldgica del Pleurotus ostreatusen residuos agroindustriales.

Residuo | Eficiencia Bioldgica
(%)
R. quinua 32
R. maiz 78,33
m. 50:50 84,67
m. 70:30 96,67
m. 30:70 85,67
R. cacao 41.15
R. cana 28.09

Podemos ver las mezclas de los residuales de nminya tienen mayor eficiencia biolégica
que el los hongos sembrados en cacao y cafa,dbkseva en la tabla XV. (15)

TABLA No: XVI Precocidad del Pleurotus ostreatus var. floridéANEXOVI)

TRATAMIENTOS |R; | R [ R3
Quinua 100% 3536 | 35
Tuza 100% 25 25| 27
Tuza- quinua 50:500 2828 | 22
Tuza- quinua 70:300 20120 20
Tuza- quinua 30-70 2527 | 27




3.6. ANALISIS ESTADISTICOS DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS

3.6.1. RENDIMIENTO

Donde:

Réplicas| T, T, T, T, Ts
1 19.05| 46.92 51.85 49.73 48.79
2 16.39| 44.32 45.12 52.97 49.05
3 14.09| 41.40 43.883 51.85 47.84

T,. Hongos cosechados en quinua 100%

T,. Hongos cosechados en tuza 100%

Ts: Hongos cosechados en mezcla tuza- quinua 50%:50%

T4 Hongos cosechados en mezcla tuza —quinua 70%: 30%

Ts: Hongos cosechados en mezcla tuza — quinua 30%-70%

TABLA No: XVII

ostreatus.

Andlisis de Varianza para Rendimiento En Hongos Pleurotus

Fuente de | Grados dg Suma de | Cuadrados Razén de Ft
variacion Libertad | Cuadrados medios Varianza
Tratamientos 4 2434.649| 608.662| 85.855 | 3,45
Error 10 70.894 7.089

Total 14 2505.543

Coeficiente de variacion: 6.41




TABLA No: XVIII Prueba de Tukey al 5% de significacidn para porcentaje de
rendimiento.

Media Aritmética Media Aritmética

ordenada
T.: 16,51 C | Ta: 51,52 A
T,: 44 21 B| Ts: 48,56 A B
Ts: 46,93 A B|Ts: 46,93 A B
Ts: 51,52 A T,: 4421 B
Ts: 48,56 A B|T;i: 16,51 C

La tabla NoXVIl tenemos el andlisis de varianza con respectoraimgento sobre los
tratamientos. En el resultado obtenido de RazoWat@&nza85.855; nos indica que existe un
tratamiento altamente significativo. Es decir uatamiento tiene un elevador porcentaje de

rendimiento.

En la tabla NoXVIII tenemos la prueba de Tukey al 5%, en donde seaingie el tratamiento
1, tubo mejor rendimiento, pero si observamos eallk el tratamiento 2 y tratamiento 3 tienen
similitud al compararlos. E incluso el tratamieAtpodemos no descartarlo.

3.6.2. EFICIENCIA BIOLOGICA

Réplicas| T [ T2 | Ta | T4 | Ts
1 36| 80| 84| 94 8¢
2 30| 78| 88| 9§ 84
3 30| 77| 82| 9§ 8¢

Donde:

T,1. Hongos cosechados en quinua 100%

T,. Hongos cosechados en tuza 100%

Ts: Hongos cosechados en mezcla tuza- quinua 50%:50%
T4 Hongos cosechados en mezcla tuza —quinua 70%: 30%

Ts: Hongos cosechados en mezcla tuza — quinua 30%-70%



TABLA No XIX. Analisis de varianza para eficiencia bioldgica en el HongoPleurotus

Fuente de | Grados deg Suma de | Cuadrados Razon de | Ft
variacion Libertad | Cuadrados medios Varianza fc
Tratamientos 4 7607.067| 1901.767| 324.165 | 6.04
Error 10 58.667 5.867

Total 14 7665.733

Coeficiente de variacion: 3.21%

TABLA No XX. Prueba de Tukey al 5% para la eficienda biol6gica en el HongdPleurotus
ostreatus.

Media Aritmética Media Aritmética

ordenada
T,: 32,00 D|T4: 96,67 A
T,: 78,33 C | Ts 85,67 B
T;: 84,67 BC Ts: 84,67 B C
Ts: 96,67 A T,: 78,33 C
Ts. 85,67 B Ti: 32,00 D

El valor de razon de varianza obtenido en la tAlolXIX que es324.165,ndica que dentro de
los tratamientos existe uno en especial que tiar@ta grado de significancia sobre el resto de
tratamientos para cultivar el Hongo comestlieurotus ostreatus.

Si observamos en la tabla M&X, la misma que tenemos la prueba de tukey al 5%uede
decir matematicamente que entre los tratamiensieexina diferencia muy significativa, y que
el tratamiento 4 fue mejor. Aunque entre los tra¢amos 1 y 3 no se observa una diferencia
significativa.

Los tratamientos 1 y 2 que corresponden a resisludde quinua y tuza fueron los menos

eficientes.



3.6.3. PRECOCIDAD

Donde:

Réplicas T | T | Ta | Ta| Ts
1 35| 25| 28] 21 25
2 36| 25| 28| 20 27
3 35| 27| 22| 20 27

T1. Hongos cosechados en quinua 100%

T,. Hongos cosechados en tuza 100%

Ts: Hongos cosechados en mezcla tuza- quinua 50%:50%

T4 Hongos cosechados en mezcla tuza —quinua 70%: 30%

Ts: Hongos cosechados en mezcla tuza — quinua 30%-70%

TABLA No XXI. Andlisis de varianza para la precocidad del hongo comestibldleurotus

ostreatus.
Fuente de | Grados dg Suma de | Cuadrados Razon de | Ft
variacion Libertad | Cuadrados medios Varianza fc
Tratamientos 4 350.267 87.567| 28.554 1.35
Error 10 30.667 3.067
Total 14 380.933

Coeficiente de variacion: 6.55%




TABLA No XXIl. Prueba de Tukey para la precocidad del crecimiento del hongo

comestiblePleurotus ostreatus

Media Aritmética Media Aritmética
ordenada

T,: 35,33 A T,: 20,33 A

T,: 25,67 B T, 25,67 B

T;: 26,00 B T3: 26,00 B

T4: 20,33 C|Ts: 26,33 B

Ts 26,33 B T.: 25,33 C

Resultados y Discusion

El andlisis de varianza de la tabl&l, tenemos un valor de #8.554,el mismo que nos indica
que existe una notable significancia de un tratatoisobre el resto, en funcién de la precocidad
o tiempo de crecimiento del hongo.

En la prueba de Tukey al 5 % que esta en la tablaXl, nos da como resultado que el
tratamiento 4 es mas precoz. Es decir este tratéondemora menos tiempo en crecer que el
resto de tratamientos. Aunque los tratamientosy2; 3on iguales y diferentes del tratamiento 1
podemos decir que no tienen una precocidad mugdaejel tratamiento 1.

Existe diferencia significativa ente el tratamiettg 4, observandose que los tratamientos 2,3 y

5 se encuentran en un mismo nivel.



CAPITULO IV



4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. UBICACION DEL EXPERIMENTO

La presente investigacion se realizdé en dos sikkoparte de siembra en tubos y cajas en los
Laboratorios de Microbiologia y Analisis Clinico ldeFacultad de Ciencias.

La etapa de siembra, incubacion y cosecha enbalratorio de Biotecnologia de la Facultad de

Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de 6biaro, ubicada en la ciudad de Riobamba,
la misma que se encuentra a 2756m.s.n.m con urmeetatara promedio de 13-17 °C, humedad

relativa promedio de 30-40% y una presion atmasdiéde 540 mm Hg.

4.2. METODOLOGIA DEL CULTIVO.

Para el trabajo de investigacidn se utilizé la qel@4Pleurotus ostreatus var. Floriddponada

gentilmente por el Centro de Estudios de Bioteajialdndustrial de la universidad de Oriente

de Santiago de Cuba.

4.2.1 PROPAGACION EN CAJAS PETRI Y TUBOS DE ENSAYO

La cepa P 184 fue reactivada insertando una peqeefede ésta en tubos de ensayo con el
método del tubo inclinado, también se coloco pegueiitidad de cepa en cajas petri. Este

procedimiento se lo realiza con total asepsia detgrla camara de flujo laminar.(ANEXO )

Los tubos y las cajas petri son incubados a 28,f@ntk 2 a 3 semanas hasta que las cajas estén

completamente colonizadas por el micelio espornydslanco similar a un algodon.



Todos los materiales utilizados para la activaeigincomo la propagacion de la cepa deben ser
esterilizados al igual que el medio de cultivo: A§aboraud a las condiciones que sugiera la

casa comercial la que se realizé fue de 121°C @aoniutos.

La preparacion del medio de cultivo Agar Saboraudesacuerdo a las especificaciones de la

casa comercial proveedora.

4.2.2 PREPARACION DEL INOCULO

Seleccion del sustrato para el in6cule como sustrato para el indculo se utilizo tigo su
rapidez en desarrollar el micelio y resistencia edntaminacion. Realizando los siguientes

pasos

Primera etapa:

< Eliminacion de las impurezas que contenga el grposteriormente es lavado con el
mismo objetivo.

« Los granos son colocados en frascos de boca annhaa cantidad de 380 a 400 gm.

« Remojo de 24 horas con el objetivo de hidrataug ¢l grano alcance una humedad
comprendida entre el 50 -60 % de humedad.

« Desinfectar con una solucién de benomyl al 0.02%up@ hora, para eliminar hongos
contaminantes. Posteriormente se elimina mediangscurrimiento del grano.

e Tapar con papel kraft y aluminio, autoclavar a temperatura de 121°C por 30
minutos. (anexo No )

Segunda etapa:



» Con ayuda de un bisturi estéril cortar el micdiola caja Petri obtenida de la primera
etapa en 4 a 6 fracciones, dependiendo de latcobetel micelio, colocados en forma
individual en los frascos con trigo utilizando asamanera que el micelio entre en

contacto con el sustrato.

e Este procedimiento y el de propagacion de cepaa@sb su reactivacion se realiza
dentro de la camara de flujo laminar , para ewvitaresta manera contaminacion
microbiana, aqui se desinfecta con alcohol , asbda persona que vaya a realizar este
proceso se encuentre utilizando, mascarillas, ggangorro. También se utiliza alcohol

para desinfectar sus manos.

« Estos frascos seran colocados en area desinfegtéal@ascuridad durante 8 -10 dias o

hasta que el micelio colonice totalmente el gréABLEXO II)

4.2.3. PREPARACION DE LOS RESIDUALES

e Triturar y picar el residuo, picar los rastrojosldequinua y tuzas hasta obtener una
granulometria apropiada.

e Limpiar el residual y eliminar los cuerpos extrafio

e Lavar aproximadamente 3 veces 0 mas dependiendsdelo en el que se encuentre el
sustrato a utilizar.

e Dejar secar, para poder tomar el peso en seco.

» Colocar en sacos de yute para proceder a realimspectivo tratamiento.

e Pasteurizar por lo menos 1 hora a 90°C.

» Escurrir.

« Retirar y colocar en una solucion de Benomyl a28% durante una hora.

e Escurrir bien el residual. (ANEXO IlI)



4.2.4. INCUBACION

¢ Sacar el residual al sol, hasta obtener una hunaseladtre 60 -70%.

« Mezclar homogéneamente el sustrato con el inécidgigmente desmenuzado (sin
maltrato). La preparacion esté entre 8 -10 % dsb p€imedo del sustrato.

¢ Colocar en fundas trasparentes de 15 * 20 pulgadasel fin de hacer el seguimiento
del crecimiento micelial, se cierra las fundas éado un nudo con una piola en la parte
superior de las bolsas. (ANEXO V)

e Marcar las fundas con peso y fecha de la siembra

¢ Realizar cortes en las fundas para eliminar elb@sxceso de agua presente en el
sustrato.

» Colocar en un lugar oscuro, pero ante todo biemfetado, a una temperatura de 24 —
28 ° C y una humedad relativa de 75-90 %. Por albé?2 dias, esperando que en este
tiempo el hongo haya colonizado el residual.

e Al tercer dia de incubacion perforar las bolsas diéerentes partes, para permitir el
acceso del aire.

* Realizar ventilaciones continuas para evitar qumesmte la temperatura ambiente
debido al metabolismo de los hongos, la temperainidebe exceder de los 30° C, pues
el hongo puede morir.

4.2.5. COSECHA

« Las fundas ya colonizadas se exponen a la luzseesiantes de fructificacion, esto
es en el mismo lugar donde se mezclé el in6culaetsastrato.

e Conservar en el lugar una humedad relativa mediébde90 %, la temperatura de
25 — 28 ° C, esto se mide y se controla medianteteamohidrémetro, la
luminosidad se mantiene entre los 400- 800 lux.

« Retirar completamente las fundas plasticas cuidamgzho de no afectar al sustrato

colonizado.



» Diariamente realizar 6 regadios de 5 min, por mgpe de manera que
garantizamos que se mantenga la humedad al reded®2% en el sustrato.

e Al dia se realiza cuatro procesos de ventilaci@miak de 15 minutos cada uno, al
lugar de fructificacion, con el fin de eliminar @D, que se produce durante esta
etapa.

* El hongo alcanza su adultez a los 7 u 8 dias nmierms desde que salen a luz los
primordios.

* Las cosechas se realizan cortando los racimos monstrumento afilado, cuando

las orejas se encuentren en forma completamenta.pla

4.2.6. CONSERVACION

Al ser recolectados los hongos deben ser consesvado refrigeracion para evitar que la
temperatura del hongo continde elevandose, debidtp r@spiracion, que prosigue incluso
después de la recoleccion. Cuanto mas rapidarespaacion, mayor es la produccién de calor
y se acelera el deterioro.

También, si el almacenamiento ocurre en condiciatesexcesiva humedad o muy poca
ventilacion, ciertos mohos pueden causar el detedel producto.

Es por eso que para comercializar este produeteulotus ostreatysen estado fresco, el
envase debe permitir la transpiracion, para eldatacumulacién y exceso de humedad.

La temperatura de conservacién recomendada esQg 8 tiempo varia segun el tipo de
envase.

El secado o deshidratacion es otro método de om@én relativamente seguro, sirve para
conservarlos por varios meses después de la cosétladterar sus propiedades.

Segun establece la norma internacional de la FA® Ipangos disecados, éstos se deben secar a
60°c durante 6h y cortandolos en pequefios pedangitudinales al eje del tallo, lo cual

garantiza una humedad final del 10 % como maximo.



4.3. PRINCIPIOS Y TECNICAS UTILIZADAS EN EL ANALISI S BROMATOLOGICO

Y MICROBIOLOGICO DE LAS MUESTRAS.

4.3.1. DETERMINACION DE LA HUMEDAD

Este método es aplicable a todos los productoseatimios excepto los que puedan contener

compuestos volatiles distintos del agua o los guessisceptibles a descomposicion

PRINCIPIO

La humedad libre se expulsa por medio de airerdalien circulacion. La temperatura se regula
para efectuar un maximo de secado y un minimo odaés de sustancias volatiles. La muestra

se deseca hasta peso constante en una estufa.de air

EQUIPOS Y MATERIALES

» Estufa

* Balanza

» Capsulas de porcelana
e Pinza para capsula

+ Desecador



PROCEDIMIENTO

* Pesar de 2 — 5 gr. de muestra y depositar en ypsledprepesada, colocar luego en
una estufa a 100 — 110°C por 6 horas en el cagoodectos, que no se descomponen
por largos periodos de desecacién es permisililedacacion durante la noche, es decir
durante unas 16 horas.

» Retirar la cipsula de la estufa enfriar en un @ges®cy volver a pesar una vez enfriada.

e Calcular el porcentaje de humedad.

(pesgap + r.nnumeda)_ (pesgap + rnseca)
pesodelamestraorignal

%Humedad= x100

Donde:

H = Porcentaje de humedad
Pcap = peso de la capsula

my, = peso muestra himeda

ms = peso de la muestra seca

4.3.2. DETERMINACION DE CENIZAS

APLICACION
El método es aplicable a todos los tipos de praduatimenticios con la excepcidén de los

alimentos ricos en grasas (>50%)

PRINCIPIO

La materia organica se quema a la temperatura mjas gwsible y la materia inorganica

remanente sé enfria y pesa. El calentamiento Bearea etapas, primero para eliminar el agua,



a continuacién para carbonizar el producto totatmgrfinalmente, para incinerar en horno de

muflaa 550°C

EQUIPOS Y MATERIALES

e Estufa

« Balanza analitica

¢ Reverbero

«  Mufla

e Crisoles de porcelana
¢ Pinza de crisol

« Desecador

PROCEDIMIENTO

e Pesar 2 gr. de muestra seca y colocar en un taisalo.

¢ Incinerar la muestra en una mufla a 525 — 550°C.

» Se incinera hasta que la coloracion de la cenizadseblanca a gris, peso constante o
hasta que exista una diferencia maxima de 2mgr.

e Calcular el porcentaje de ceniza.

CALCULOS

(peSQrisol + CeniZé B (peSQrisol ) x100

%ceniza=
woenies (peSQrisol + rnsew) - (peSQrisol )




DONDE:
P.= Peso del crisol

Ms= Peso de muestra seca.

4.3.3. DETERMINACION DE GRASA BRUTA O EXTRACTO ETER O.

(Método de Soxhlet)

APLICACION
El método es aplicable para alimentos en geneasafjuee con excepcion de aquellos en los que
la grasa esté cubierta, por ejemplo los produditisds.

Una vez obtenida la fraccion grasa libre de la tnagse puede realizar su caracterizacion.

PRINCIPIO

La grasa se extrae con éter de petréleo a partirreduo desecado obtenido en la
determinacion del contenido de humedad. El solveeatelimina por evaporacién y se pesa el

residuo de grasa, para esta determinacion seautiliequipo soxhlet

EQUIPOS Y MATERIALES
» Estufa
» Balanza Analitica
* Reverbero
» Desecador

* Equipo de Soxhlet

REATIVOS



* Hexano

+ Sulfato de Sodio anhidro

PROCEDIMIENTO
e Tarar el dedal con el algodén.
» Pesar 5 - 10 gr. de muestra seca y colocar erdal de
¢ Introducir e la camisa del soxhlet
e Adicionar 250ml de éter de petréleo ( balon de 250m
» Verificar la circulacién de agua
e Someter a calentamiento
e Extraer por un tiempo minimo de 8 horas o hastaetjgelvente en la camisa sea
transparente
» Secar el dedal al aire libre
e Secar en la estufa por media hora

* Con ayuda de 1 pinza deje enfriar en el desecapesar

CALCULOS

(pesodedat mseca)- (pdedal+ mdesengrasda)

x100
(Pdedal+ m.seca)- (Pdeda)

%grasa=

4.3.4. DETERMINACION DE FIBRA BRUTA

(Método de Weende)

PRICIPIO
Una muestra seca y exenta de grasa se trata abm fudfdrico en ebullicion y después con

hidréxido de sodio en ebullicion. El residuo melssscenizas se considera fibra.



EQUIPOS Y MATERIALES

» Balanza analitica

« Equipo para digestion

* Estufa

*  Mufla

* Vasos de digestionde 600 mL de forma larga.

» Crisoles de Gooch

* Lana de vidrio

e Pipetas volumétricas.
REACTIVOS

+ Acido sulfarico

» Hidroxido de sodio al 1.25%

« Etanol al 95%

PROCEDIMIENTO
e Pesar 2 gr. de muestra seca y desengrasada.
» Someter a digestion &cida con &cido sulfurico2b% (80ml) por 30 min.
» Filtrar en caliente usando un Buchner.
e Lavar con agua caliente.
* Someter a digestion basica con hidroxido de sddid?&% (80ml) por 30 min.
e Filtrar en un papel filtro cuantitativo previametaeado.
e Lavar con agua caliente.
» Lavar con acetona o etanol al 95%.

e Colocar el papel en un vidrio reloj previamenteniifecado.



e Secar por 4 horas en la estufa a 105° C.

e Colocar el papel en el desecador y pesar.

« Esta muestra pesada colocar en el crisol previamardado.
e Incinerar el crisol a una temperatura de 500 — 950

» Secary enfriar por 30 min. Y pesar.

e Calcular él % de fibra.C

CALCULOS

(Pesopapelseco + muestra) — peospapehacio) — Pesocrisolceniza — pesocrisolvacio)
Pesodelamwestradesergrasada

% fibra = x 100

4.3.5. DETERMINACION DE PROTEINA

(Método Micro Kjeldahl)
PRINCIPIO
Las muestras se digieren en acido sulfarico magsgemte catalitico, y se convierte asi en
sulfato de amonio. EI amonio se libera al agregaéloali y destilar la mezcla en &cido bérico.
La adicién del agente catalitico selenio, reducesicerablemente el tiempo de digestion. El
selenio no puede recomendarse como un agenteticatglara uso general en el método
Kjeldahl, debido a que una digestion muy prolongad&de resultar en una pérdida de
nitrégeno. Sin embargo, es muy conveniente parasti@nes que duran menos de 1 h. Los
tejidos de las plantas rara vez toman mas de 45(f8h
Una mezcla de catalizadores, compuesta por saleslale, selenio y mercurio ha probado ser
muy conveniente y superior al mercurio, cobre ersiel solos. Las pruebas indican que deben
dejarse pasar alrededor de 1: 15 horas en el prpega obtener una completa recuperacién de
nitrégeno. Este lapso, sin embargo, es variablepedde de la eficiencia del calentamiento.
Con digestiones hasta de 4 horas no pudo detesrimamguna pérdida de nitrdgeno. Periodos

mas largos de 4 horas no se recomiendan (19).



El hecho de mezclar el indicador con la soluciédcdo bérico reduce el procedimiento en un
paso, aumentado de esa manera la eficiencia delabista. También ahorra tiempo mezclar
de antemano el agente catalitico con &cido.
NOTA: Este método no puede usarse con los commiestoenlaces N-N, NO o NO
EQUIPOS Y MATERIALES

* Balanza analitica

» Aparato de digestion Micro Kjeldahl

« Balones Micro Kjeldahl

e Erlenmeyer de 250 mL

* Buretade 25 mL

* Pinza de bureta

REACTIVOS

+ Acido sulfarico concentrado

+ Acido clorhidrico 0.1 N

» Hidroxido de sodio al 50 %

+ Acido bérico al 4%

e Indicador mixto: rojo metilo al 0.1% y verde de tmacresol al 0.2% en alcohol de
95%.

* Mezcla catalizadora: 159 de80, 0 NaSQO, 40 mg de HgO.

PROCEDIMIENTO

DIGESTION
e Se pesa 10mg de muestra seca y se introduce eaéel the digestion junto con la

mezcla catalizadora 'y 1 mL de &cido sulfurico emiado.



» Se coloca el balon en el digestor y se calienta3fomin. Hasta que el contenido sea

transparente.

DESTILACION

Enfriar el bal6n y su contenido, se adiciona 4 mlagua destilada para disolver el
(NH,), SO, formado.

« Vertir el contenido en el microdestilador y enjuagen 4ml de agua

e Cerrar la llave y adicionar de 8-10 ml de NaOHG#4NaS,0; al 5%(4:1).

e Recibir el destilado en un vaso que debe contermat Hle HBO; al 2% al que se
afiade 1 o 2 gotas de indicador mixto rojo de met@rde de bromocresol, el tubo de
salida del destilador debe estar sumergido ensel gae contiene estos reactivos.

+ Destilar hasta obtener 15 mL de destilado.

TITULACION
* El destilado con HCL 0.1N hasta obtener el pumal al aparecimiento de una
coloracion violeta.

+ Calcular el % de Proteina.

CALCULOS:
NHCI x mLHCI x 0.014 x 6.25

) = — X 100

Pm

Donde:

P =Porcentaje de proteina
N = Normalidad del &cido Clorhidrico
mL = Mililitros de acido Clorhidrico gastados

0.014 = Miliequivalentes de Nitr6geno



Pm = Peso de la muestra en granos

6.25 = Factor proteico del Nitrégeno.

4.3.6. DETERMINACION DEL EXTRACTO LIBRE DE NITROGENO
(CARBOHIDRATOS)

PRINCIPIO

El extracto libre de nitrégeno (ELN), se determpar diferencia, después de que se ha

determinado cenizas, fibra cruda, extracto etérpooteina bruta expresados en base seca. El

ELN es necesario para calcular el total de nuemdigestibles (NDT).

CALCULO

%ELN = 100 — (%ceniza + %extracto etéreo + %pratef¥bfibra)

4.3.7. DETERMINACION DE FIBRA DETERGENTE ACIDA (FDA)

(CELULOSA)

PRINCIPIO

Para analizar los componentes de las paredes reslut® realiza una digestion con un
detergente (CATB). El residuo insoluble de estegso de celulosa y lignina, y se denomina
“Fibra Detergente Acida”

El procedimiento de FDA provee un método rapidcapdeterminacion de lignocelulosa en
alimentos. El residuo incluye también silice. Léedincia entre los iones constituyentes de

paredes celulares y la fibra detergente acida esstimado de la hemicelulosa, aunque esta



diferencia incluye algo de proteina adherida gplaedes celulares. La determinacién de FDA
es utilizado como un paso previo a la determinad@hgnina.
EQUIPOS Y MATERIALES
« Equipos de reflujo
¢ Vasos de 600 mL tipo Barzelius
» Crisoles de Gooch
* Lana de vidrio
* Estufa
* Balanza analitica
REACTIVOS
» Solucién detergente acida(20g de bromuro de ametilivienetil (CTAB) (CioH42B,N)
en 1L de HSQ,, se agita hasta disolucion total)
« Decahidronaftaleno (Decalina)(d:s)
¢ Acetona (CHCOCH;)
PROCEDIMIENTO
DIGESTION
e Pesar 1 g de muestra (peso A), y colocar en airedger.
* Afadir 100 mL de solucion de detergente &cida ylldenDecalina mas 1 mL de
pentanol.
* Acondicionar el erlenmeyer en un equipo de reflgjoalentar hasta que la mezcla
comience a hervir.
* Reducir la temperatura una vez que se ha consedaidiullicion para evitar la
formacion de espuma.
e Mantener la digestion durante 60 minutos.

» Agitar periédicamente los erlenmeyers para mantesgarticulas en suspension.

FILTRACION



* Pesar cuantitativamente la solucion a los crigmegiamente tarados (peso B)
e Lavar el residuo de los crisoles con uno 200 maglea caliente.
e Lavar finalmente con acetona dos vaces y secaynmion.

PESO FINAL

Secar los crisoles durante una noche a 105 °Car pe=go de enfriarlos en un desecador (peso

Q).
CALCULOS:
Peso C - Peso B
) D R X 100
Peso A
Donde:

% FDA = Porcentaje de fibra detergente acida
Peso A = Peso de la muestra
Peso B = Peso del crisol tarado

Peso C = Peso del crisol mas la muestra seca.

4.3.8. DETERMINACION DE LIGNINA DETERGENTE ACIDA (LDA)

En este procedimiento se utiliza como primer pagédnica empleada para la determinacion de
FDA. El detergente extrae la proteina y otros nialts solubles en acido que interfieren con la
determinacion de lignina. El principio de este paimiento estriba en que el residuo de la
FDA consiste principalmente de lignocelulosa deocagmpuesto se disuelve y se separa la
celulosa por medio de la solucién de acido sulfiiak72% quedando la lignina y la ceniza no
soluble en acido. También la creatina contenidaagnidades apreciables en ciertas muestras,
se toma como si fuera parte de la lignina.

EQUIPOS Y MATERIALES

e Equipo de reflujo



Vasos de 600 mL tipo Barzelius
Crisoles de Gooch

Lana de vidrio

Estufa

Balanza analitica

Mufla

Desecador

REACTIVOS

Solucién detergente acida (20 g de bromuro de ametiitrimetil (CTAB)
(C1gH42B2N) en 1 L de HSQy, se agita hasta disolucién total).

Decahidronaftaleno (Decalin)(i§E1s)

Acetona (CHCOCH;)

Acido Sulfurico al 72%

Papel indicador de pH

PROCEDIMIENTO

Muestra

Para la determinacion del LDA se usa el residula determinaciéon de FDA en los

mismos crisoles de filtracion.

Digestion

Colocar los crisoles en una bandeja de plastiaodaa esta una inclinacion suficiente
para que el acido pueda drenar, la parte supegida handeja puede estar unos 2 cm
sobre el plano.

Se afade el acido a los crisoles hasta que estélfecas.

Con una varilla de vidrio mezclar el contenido Adstmar una pasta homogénea.



» Continuar con la digestion durante tres horas afiadi 4cido dos veces mas con
intervalos de 1 hora.
FILTRACION
« Al final de las tres horas de digestion filtrarresiduo, eliminar primero el exceso de
acido mediante succion.
» Lavar los crisoles con agua caliente, hasta teméittado libre de acido.
e Comprobar el pH del filtrado con papel indicador.
PESOS
« El peso de la muestra (peso A) es el mismo de Estraioriginal usada para FDA.
e Secar los crisoles durante una noche a 105°C ar pe=go de enfriar en un desecador
(peso B)

* Incinerar los crisoles a 600 °C durante 4 hordsiagly pesar (peso C)

CALCULOS
Peso B - Peso C
%Lignina= ------------------- X 100
Peso A
Donde:
% Lignina = Porcentaje de fibra detergenteacid
Peso A = Peso de la muestra
Peso B = Peso del crisol mas lignina
Peso C = Peso del crisol més cenizas.

4.3.9. DETERMINACION DEL NUMERO DE MICROORGANISMOS AEROBIO S
MESOFILOS REP.

OBJETO



La norma establece el método para cuantificar ehend de microorganismos mesofilos

presentes en un gramo o‘de muestra de alimento.

MATERIALES

Pipetas seroldgicas de punta ancha de 1.5 y igraduadas.
Placas petri

Erlenmeyer y/o frascos de boca ancha con tapasda eutoclavable
Tubos

Gradillas

Contador de colonias

Balanza

Bafio de agua regulado

Incubador regulable

Autoclave

Refrigeradora para mantener las muestras y losaniei cultivo

MEDIOS DE CULTIVO

Agar para recuento en placa

Agua peptonada al 0.1% (diluyente)

PROCEDIMIENTO

Utilizando una sola pipeta estéril pipetear porlidado alicuotas de 1 érde cada una
de las disoluciones decimales en placas Petri adaawente identificadas. Iniciar por la
dilucién de menor concentracion

Inmediatamente, verter en cada una de las placasladas aproximadamente 20°cm

de aguar para recuento en placa (PCA) fundido plaio a 45 + 2 °C. La adicién del



medio no debe pasar mas de 15 minutos a partiadardparaciéon de la primera
dilucion.

» Delicadamente mezclar el in6culo de siembra comedio de cultivo imprimiendo a
placa movimientos de vaivén, 5 veces en una disactiacerla girar en sentido de las
agujas del reloj cinco veces. Repetir este progqeso, en sentido contrario.

« Como prueba de esterilidad verter la cantidad d& ag una placa que contenga el
diluyente sin inocular.

« Dejar reposar las placas para que se solidifiqguagas.

e Invertir las placas e incubarlas a 31 £ °C por 42 < 3 horas.

» Pasado el tiempo de incubacién seleccionar la plgqua presenten 30-300 colonias y
utilizando un contador de colonias, contar todasclalonias que hayan crecido en el
medio.

e Anotar el nUmero de colonias y la respectiva dinci

CALCULOS

El nimero de microorganismos aerobios mesofilos BEPalcula multiplicando el nimero de

colonias (n) por el factor de dilucién respectifjo (

REP gr o énx (n x1) UFC

Donde:

REP = Recuento Estandar en Placa

ndmero de colonias

n

f

factor de dilucién

UFC = Unidades Formadoras de Colonias



4.3.10. CONTROL MICROBIOLOGICO DE LOS ALIMENTOS. MOHOS Y
LEVADURAS VIABLES. RECUENTO EN PLACA POR SIEMBRA EN
PROFUNDIDAD.

OBJETO

La norma describe el método para cuantificar elardnde unidades propagadoras de mohos y

levaduras en un gramo o centimetro cubico de nauestr

RESUMEN

Este método se basa en el cultivo entre 22 °CYC2a%e las unidades propagadoras de mohos y

levaduras, utilizando la técnica de recuento ecapteor siembra en profundidad y un medio que

contenga extracto de levadura, glucosa y salesahase

MATERIALES

¢ Placas petri

« Pipetas serolégicas de boca ancha

MEDIO DE CULTIVO

e Agar sal — levadura de Davis o similar.

PROCEDIMIENTO
« Utilizando uma sola pipeta estéril, pipetear, paplitado, aliquotas de 1 émle3 cada
una de las diluciones decimales em placas Petduadamente identificadas. Iniciar
por la dilucién de menor concentracion.
« Inmediatamente, verter en cada una de las placasladas, aproximadamente 20%cm
de agarsal- levaduras de Davis fundido y templadb & °C. La adicion del medio de
cultivo no debe pasar mas de 15 minutos, a pagtitadpreparacion de la primera

dilucion.



» Delicadamente, mezclar el inéculo de siembra caneglio de cultivo. Imprimiendo a
la placa movimientos de vaivén, 5 veces en una&air; hacerla girar cinco veces en
sentido de las agujas de reloj. Volver a imprimiovimientos de vaivén en una
direccion que forme angulo recto con la primerageila girar cinco veces en sentido
contrario a las agujas de reloj.

e Ultilizar una placa para el control de la carga oli@ana del ambiente, la cual no debe
exceder de 15 colonias / placa, durante 15 mind®sxposicion. Este limite es
mantenido mediante practicas adecuadas de limpideainfeccion.

e Como prueba de esterilidad del medio, en una plaga in6culo verter
aproximadamente 20 érdel agar.

* Dejar las placas en reposo hasta que se solidifibagar.

» Invertir las placas e incubarlas entre 22 °C yQ5®r cinco dias.

« Examinarlas a los dos dias de incubacién y comprsibee ha formado micelio aéreo.
Las primeras colonias que se desarrollan son lévdduras, que suelen ser redondas.

e« Cuando el micelio aéreo de los mohos amenace cldbrsuperficie de la placa
dificultado las lecturas posteriores; pasados das, dealizar recuentos preliminares en
cualquier placa que se pueda distinguir las cotonia

* A los cinco dias, seleccionar las placas que pteseentre 10 y 150 colonias y
contarlas sin el auxilio de lupas. A veces puedssadollarse colonias pequefas, éstas
son de bacterias acidéfilas y por lo tanto, debetugse del recuento. Las colonias de
levaduras deben ser comprobadas por examen mipiosco

» Contar las colonias de mohos y levaduras en canjuseparadamente. Si las placas de
todas las diluciones contienen mas de 150 coloo@adar en las placas inoculadas con

la menor cantidad de muestra.

CALCULOS



Célculo del namero (N) de unidades propagadorag (léPmohos y /o levaduras por tm

gramo de muestra. Calcular segun la siguiente fidrmu

NuUmero total de colonias contanlaalculadas

N = oo
cantidad total de muestra sembrada
IC
N= s
V (nl+0,1n2)
Donde:

>C: suma de colonias contadas o calculadas en lasiatacas.

nl : namero de placas contadas de la primera dilszleccionada
n2 : nimero de placas contadas de la segundadtilseieccionada
d : dilucion de la cual se obtuvieron los pringerecuentos

V :volumen del inéculo sembrado en cada placa.

4.3.11. CONTROL MICROBIOLOGICO DE LOS ALIMENTOS.
DETERMINACION DE MICROORGANISMOS COLIFORMES POR LA

TECNICA DEL NUMERO MAS PROBABLE.

OBJETO

La norma establece la técnica del numero mas pibahra la determinacion de

microorganismos coliformes.



MATERIALES
* Tubos
» Pipetas seroldgicas de punta ancha
e Caja petri
* Tubos
e Tubos Durhan
e Erlenmeyer de 500 y 1000 mL
* Frascos de boca ancha con tapa autoclavable
* Asa de inoculacion
* Gradillas

« Balanza

Incubador regulable

Autoclave

pH - metro

MEDIOS DE CULTIVO

» Caldo verde brillante bilis-lactosa
* Agar cosina azul de metileno

e Solucion de Peptona al 0.1%

PROCEDIMIENTO
* Inmediatamente después de realizadas las dilucmresina pipeta estéril, transferir 1
cn de diluciéon 10 a cada uno de los tres tubos que contengan i@emaldo BGBL
o similar.
« Con otra nueva pipeta estéril, trasferir >dm la dilucién 10?en cada uno de los tres

tubos que contengan 10 tdel medio. Proceder de igual manera con otrasidites.



Incubar los tubos a 30 +1 °C para productos refaidos y 35 £1 © C para productos
que se mantiene a temperatura ambiente por 48.horas

Transcurridas las 48 horas anotar en cada dilumémo presuntos positivos todos los
tubos que presenten crecimiento con producciérisnfe de gas como para llenar el
fondo céncavo del tubo Durhan es decir, el menlisgaria hasta donde las paredes del
tubo se hacen paralelas. También se considera g@uesunto positivo se el tubo
Durhan contiene menos gas del indicado, pero glegol delicadamente al tubo de
cultivo hay desprendimiento de burbujas. Solo Ibitlez no es indicativo de una
prueba positiva.

Agitar cada no de los tubos presuntamente positivas un asa de inoculacién a partir
de cada uno de ellos sembrar por estria en lafgtipate placas individuales secas de
Agar EMB. Identificar las placas.

Invertir las placas e incubarlas a 30 + 1 °C paoayxctos refrigerados y 35 +1 °C para
productos que se mantienen a temperatura ambien&4g 2 horas.

De cada dilucién anotar el numero de tubos positeanfirmados de coliformes.

CALCULOS

Cuando las tres diluciones decimales sucesivagasat0™, 10?y 10° y se ha
inoculado 3 alicuotas de 1 tae cada una de éstas, anotar la relacién de tubos
positivos confirmados.

Para calcular el NMP/gr o ¢neuando se inocula tres alicuotas de f @enmas

de tres diluciones decimales sucesivas, multiplelar NMP por el factor
adecuado: 10, 100, 1000, etc.

Para el caso de productos con baja carga micros@paede utilizar soluciones

mas concentradas.



CAPITULO V



5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1. CONCLUSIONES

1. Los residuales de maiz y quinua son potencialesasos para el cultivo del hongo
comestiblePleurotus ostreatusSobre todo aplicado en mezclas, por los resultados
obtenidos en eficiencia bioldgica, rendimiento gqarcidad.

2. En los analisis de composicion quimica los resihidrastrojo de quinua y tuza)
cumplieron con las caracteristicas lignocelul6sicam valores comprendidos entre
26,26 y 32,62% en lignina y 45,59 y 52,01% paralosh, (TABLA No VI), que son
resultados Optimos para llevar a cabo la fermedriaen estado solido (FES), segun
Kumaran. S (10).

3. Las mezclas entre los residuales presentaron msejosultados dentro de los
parametros en estudio, ya que el rendimiento,egfia bioldgica y precocidad tuvieron
valores muy relevantes e important&bservandose que el tratamiento 70:30 (tuza-
quinua), di6 mejor rendimiento,(51,52%); eficiencihioldgica,(96,67%); vy
precocidad,(20 dias). Sin descartar los resultaddsnidos en las mezclas 50:50 y
30:70(tuza-quinua) donde los resultados de efi@eroloégica dan 84 y 86 %
respectivamente, en rendimiento 51,85 y 48,79 @onyiltimo con precocidades de 28

y 25 dias. (Tablas No: XIlI, XIll y XIV).

4. Los niveles de proteina si variaron en funcion ake ttatamientos. En este caso la
cantidad de produccion deleurotus ostreatusno fue proporcional a la calidad de
produccién de dicho hongo. Los tratamientos deuwguiny tuza 100% dieron los mas
altos porcentajes de proteina con valores de 32,42%uinua y 33,69% en tuza,
respectivamenteEn las mezclas (tuza-quinua) 50:50, 70:30 y 30ié@od 25,19%,
20,72% y 16,28% para cada uno Presentaron la mejduccion del hongo ostra, pero

con menos de proteina.



5.2. RECOMENDACIONES

1. La FES es un campo muy amplio dentro de la biotegi®m ambiental, se deberia
impulsar y expandirse en la linea de producciohatgos comestibles.

2. La utilizacion de la camara de flujo laminar es amante en el repique de cepas hacia
tubos y cajas, igual mantener asépticamente elr lulga siembra, inoculacion,
incubacién y crecimiento, para evitar problemas cpresencia de agentes
contaminantes como microorganismos no deseadoso copnede ser el hongo
Thricoderma(Anexol)

3. No descartar el residual de quinua 100% como s$ogtera produccion détleurotus
ostreastus,mas bien se recomienda utilizarlo con divisionegdrticula mas pequefio,
para que facilite y permita el crecimiento del hoijeurotus ostreatusPues es un
residual con altos niveles nutricionales (Tabla Wg: VI).

4. Estandarizar las condiciones de trabajo tales cbhomedad y temperatura aptas y
apropiadas para llevar a cabo la FES, para unaipeaioh de hongo ostra de calidad.

5. Mantener asépticamente el lugar de siembra, inciduaincubacion y crecimiento,
para evitar problemas con presencia de agenteami@ntes como microorganismos
no deseados.

6. Hacer un estudio mas profundo sobre la calidadhyidzd de proteina producida en la

biomasa fangica (hongo comestible), a nivel deatogoacidos presentes.



CAPITULO VI



6. RESUMEN

Uno de los graves problemas de contaminacion gsidwos solidos es la causada por las
actividades agroindustriales, los mismos que n@sufna rapida degradacion en el ambiente.
La investigacion tubo como objetivo el demostrae tps residuales de maiz y quinua pueden
ser potenciales sustratos para el cultivo de hawgoestiblePleurotus ostreatus var florida.
dentro del convenio ESPOCH-SENACYT., desarrolladelklLaboratorio de Biotecnologia de
la ESPOCH.

La técnica que se utilizd fue la Fermentacion etades Solido (FES). Se caracterizaron
quimicamente residuales con el fin de saber siptiam con los parametros necesarios de
lignina y celulosa. Posteriormente el repique diosuy cajas a nivel de laboratorio de la cepa
del hongo en estudio, para obtener los in6culos.

En el laboratorio se acondicioné la temperatur&®&€ 3 humedad a 80%, condiciones éptimas
para la FES. Realizamos cinco tratamientos: 16, quinua 100% y en mezclas 50:50%,
70.30% y 30:70%. Determinandose rendimiento, efaieebioldgica y precocidad, se realizé un
analisis del contenido de proteina del hongo.

Observandose que el tratamiento 70:30 (tuza-guindi® mejor rendimiento,(51,52%);
eficiencia bioldgica,(96,67%); y precocidad,(20)ieNras que los tratamientos de quinua y
tuza 100% dieron los més altos porcentajes de ipeoteon valores de 32,12% en quinua y
33,69% en tuza, respectivamente.

Las caracteristicas lignocelulsicas de los ret#dude maiz y quinua demuestran que si son
potenciales sustratos para la produccion a eswdlstirial de este hongo comestible.

Se recomienda utilizar como tecnologia la FES mmgreovechamiento biotecnolégico de
residuos agroindustriales sobre todo en la obteand&Pleurotus ostreatupor su alto valor

nutritivo.



6.1 SUMARY

The tube Investments aimed at demonstrating tleatvétste corn and quinoa may be potential
substrates for the cultivation of edible fungu®leurotus ostreatus florida varinside the
convention ESPOCH-SENACYT, developed in the lalmgadf the biotechnology ESPOCH.
The technique that was used in solid- estate fetation (FES). It was first necessary to
characterize the chemical waste in order to knowethdr they met the necessary parameters.
Later in the repique tubes and boxes at the stfdime fungus in the study, to get the inoculum.
In laboratory conditions at a temperature (25%) hAadidity (80%), needed to carry out the
FES. We conducted five treatments: pocket goph@%4a00% quinoa and mixtures 50:50%,
70:30% and 30:70%. In which we determine perforrearefficiency biology an precocity.

From simple form is also performed an analysidefgercentage of protein that the fungus had.

Noting that the treatments 70:30% (pocket gophémag), gave better performance (51,52%),
biological efficiency (36,67%) and precocity (20jreatments while quinoa pocket gopher
(100%), gave the highest percentages of protein vatues of 32,12% in quinua and 33,69% in
pocket gopher, respectively.

We can say that the residuals corn and quinua @tenfial substrates for the production of
Oyster Mushroom, as it managed to demonstratedsifes lignocelulésicos of waste to allow

the FES on a large scale.
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ANEXO1

CEPA DE Pleurotus ostreatus variedad florid&n cajas petri con medio de cultivo agar
sabouraud.

Caja contaminada



ANEXO I

PREPARACION DE INOCULOS
CRECIMIENTO DEL MICELIO

INOCULO LISTO PARA LA FES



ANEXOIII
PREPARACION DE LOS RESIDUALES

QUINUA EN SACOS DE YUNTE DESPUES DE LA PASTEURIZACION

TUZA LISTA PARA LA FES



ANEXO IV

INCUBACION




ANEXO V

PRIMORDIOS

PRIMERA APARICION DE PRIMORDIOS

PRIMORDIOS EN QUINUA 100%



ANEXO VI

FRUCTIFICACION

Pleurotus ostreatus varieda florideEN RESIDUALES DE QUINUA Y MAI{Z

<3 . / o

CONTROL DE LA TEMPERATURA Y HUMEDAD PAR
Pleurotus ostreatus

EL CRECIMI ENTO DEL






