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RESUMEN

Se estudia el crecimiento y produccion de biomasa del hongo Pleurotus
ostreatus de la cepa BIOMI 104, cultivado en medios liquidos utilizando como
sustrato Cajanus cajan (frijol quinchoncho). En la presente investigacion se evalud
la produccidon de biomasa del hongo, cultivado a diferentes concentraciones de
qguinchoncho y medio PD (control), se obtuvo una mayor produccién de biomasa,
en medio PD (7,86 + 0,01 g/L) y el medio liquido de quinchoncho a 20 g/L (7,62 +
0,41 g/L). Luego se determind la cinética de crecimiento del hongo, el cual dio una
tasa de crecimiento en PD 4,08 y HQ 1,93 mg/dia. Finalmente, durante el proceso
de fructificacion, el hongo P. ostreatus se cultivd en sustrato de tuza de maiz
molida. De acuerdo a los resultados la EB fue mayor en medio PD (15 g/L) con un
valor de (21,73 + 2,59), que en el medio de quinchoncho (20 g/L), que sélo obtuvo
(19,82 + 2,27) %. En cuanto a la TP, en medio PD (15g/L), presentd un intervalo
entre 0,48 a 0,92 EB/dias, lo cual es mayor al in6culo de quinchoncho (20g/L), de
0,41 a 0,70 EB/dias. EI R en medio quinchoncho (20 g/L) fue de 4%, siendo mayor
al 2% en medio PD. En el caso de la P del hongo, se determiné un mayor valor en
medio de quinchoncho (20 g/L) con un rango de 0,082 a 0,140 % R /dias, en
comparacion al medio PD (15 g/L) con un valor de 0,048 a 0,100 % R/dias. Por
tanto, segun el analisis estadistico de ANOVA de una via, no present6 diferencias
significativas en las variables estudiadas a excepciéon de la variable R. En
conclusién, el sustrato de quinchoncho es un excelente candidato para el cultivo a
nivel industrial del hongo P. ostreatus, ya que provee una importante fuente de
proteinas, que propicia el crecimiento de carpoforos de buena calidad. No
obstante, hay que tomar en cuenta la pequefia proporcion de factores antinutritivos
que afectan la disponibilidad de nutrientes, lo cuales se logran desaparecer
significativamente al someterse a tratamientos tecnoldgicos, especialmente

térmicos.

PALABRAS CLAVE: Cajanus cajan, inoculo liquido, Pleurotus ostreatus vy
produccion de biomasa.



CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.1. Caracteristicas generales de los hongos

Son organismos eucariotas con un nudcleo bien definido y una membrana
organizada, son aerobios, heterétrofos (quimioorganoétrofos). Tienen una pared
celular formada por polisacéridos, polipéptidos y quitina. Consta de un talo o
micelio que esta formado por muchos filamentos o hifas. Los hongos se dividen en
microscopicos y macroscopicos. En cuanto a los macroscoépicos el micelio tiene
una apariencia algodonosa y blanquecina formando el cuerpo de reproduccion.
Dentro de los hongos macroscopicos se encuentran los Ascomycota vy
Basidiomycota presentando una reproduccion sexuada y asexuada (Stemets,
2003; Arenas, 2008; Koneman, Winn, Allen, Janda. Procop, Schreckenberger y
Woods, 2008; Bonitaz, 2012).

1.2. Clasificacién taxondmica de los hongos

Los Basidiomycota

Son también llamados hongos superiores. La estructura caracteristica es
el basidio, implicado en la reproduccion sexual. El basidio se produce en el
extremo de hifas dentro de una estructura llamada basidiocarpo, cada basidio
genera de dos a 4 esporas. La mayoria de estos hongos descomponen restos

vegetales, en especial la celulosa y lignina (Prescott, Harley y Klein, 2002).



Orden Agaricales. Son hongos que poseen esporas de color café,
presentando diferentes anillos a partir de un velo parcial y laminillas. Este orden
esta integrado por especies de hongos comestibles. Son de gran importancia
econdémica para el hombre, ya que son usados como alimento, medicina,
descomponedores en la agricultura y en la industria (Solomon, Berg, Martin y
Villee, 1996).

Segun Solomon et al., (1996) el orden Agaricales estd formado por las

siguientes partes:

e Cuticula: es la membrana mas extrafla que cubre el pileo y el pie,
indispensable para conocer la especie, ya sea por su estructura o el color.

e Pileo: es la parte mas ancha del hongo, situado en el pie, presentando una
diversidad de colores con forma de paragua.

e Himenoforo: es la parte inferior del pileo, sosteniendo el himenio que es
donde se encuentran las basidiosporas.

e Pie: sostiene el pileo, pudiendo ser rectos o curvos.

¢ Anillo: se encuentra debajo del pileo cuando esta expandido, funcionando
como protector del himenio y asi faciltando la maduracion de las
basidiosporas.

e Volva: es la parte que estd en contacto con la tierra, de caracteristica

membranosa.

1.3. Ciclo de vida de los Basidiomycota

Empieza con la germinacion de una basidiospora para producir un micelio
monocarionte (micelio primario) creciendo rapidamente y expandiéndose en el
suelo. Cuando el micelio primario encuentra otro micelio monocarionte

sexualmente compatible, ambos se fusionan para formar el micelio secundario



dicarionte, esté es estimulado para asi producir el basidiocarpo. Muchas hifas
forman un boton, que luego se alarga y forma un sombrero. El sombrero o
carpéforo posee muchas laminillas, cada una esta revestida de basidios. Dos
ndcleos de la punta de cada basidio se fusionan y forman un ndcleo de zigoto
diploide, que seguidamente realiza una meiosis formando 4 nudcleos haploides.
Estos ndcleos evolucionan hasta formar las basidiospora, que son liberadas

cuando estan maduras (Prescott et al., 2002).

El Hongo P. ostreatus

Es un hongo saprofito, descomponedor, que crece en arboles. la palabra
Pleurotus proviene del griego “Pleuro” que significa lateramente o en posicion
lateral, haciendo referencia a la posicion del estipite con respecto al pileo, y la
palabra ostreatus viene del latin que significa “ostra”, haciendo referencia a la
apariencia del cuerpo fructifero. P. ostreatus posee importantes propiedades, las
gque se destacan: propiedades alimenticias y medicinales. En cuanto a las
propiedades alimenticias se encuentran el alto contenido de proteinas, presencia
de aminoacidos esenciales, alto contenido de minerales, y asi como un bajo
contenido calorico y de carbohidratos. Y las propiedades medicinales destacan el
retardo en el crecimiento de los tumores (Miles y Chang, 1997; Romero et al.,
2000; Stamets, 2000).

1.4. Etapas del cultivo

Obtencién de la cepa. El hongo se obtiene a partir de cultivos puros que se
mantienen conservados en agar, luego de estos cultivos se transfiere el micelio a
tubos de ensayos que contienen agares nutritivos, y de alli a cajas de Petri con

medios agarizados para propagar el micelio (Rodriguez y Gomez, 2001).
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Obtencién del micelio. Se debe tener presente el mantenimiento de la cepa y
la produccion del inéculo. En cuanto al mantenimiento, esta consiste en la
conservacion en condiciones 6ptimas del material genético proveniente de clones
silvestre, hibrido, cepas comerciales, o cualquier otro material valioso usando una
metodologia confiable, sencilla asegurando no sélo la conservacién de las
caracteristicas genéticas de las cepas, sino también su vitalidad. Para la
produccién de indculo se utiliza el término de semilla del hongo, el cual es el
micelio del hongo utilizado para inocular un sustrato dado. Hay dos tipos de
semillas: semilla madre o primaria y la semilla secundaria o semilla para la
siembra. La semilla primaria proviene directamente del micelio del hongo cultivado
sobre un medio a base de agar usando botellas como recipientes.
Frecuentemente, el sustrato utilizado para preparar la semilla primaria son granos
de cereales, estos granos son trigo, centeno, mijo, sorgo, arroz. Mientras las
semillas secundarias se usan desechos sdélidos como sustratos y el tipo de

recipiente son bolsas plasticas termo resistentes (Sanchez y Royse, 2001).

Preparacion del sustrato. Tanto el micelio como los cuerpos fructiferos
pueden desarrollarse sobre residuos lignocelulésicos. El sustrato debe tener todos
los nutrientes necesarios para el crecimiento del hongo, entre ellos debe estar la
celulosa, la hemicelulosa y la lignina, que funcionan como fuentes principales de
carbono y nitrdgeno. Comunmente los materiales mas utilizados son la paja de
trigo, avena, centeno, sorgo, y algodoén, subproductos del algodon, tallos de
plantas de maiz, asi como desechos soélidos (Donoso, 1999; Stemets, 2003;
Chang y Miles, 2004).

Incubacion. Durante este periodo el hongo coloniza el sustrato de preferencia,
a temperatura y humedad 6ptima, y en oscuridad. Durante esta etapa, se debe
proporcionar al hongo una temperatura constante y acorde con sus requerimientos
(Oei, 2003; Fernandez, 2004).
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Fructificacion. Comienza una vez que el sustrato es invadido por el micelio del
hongo y se logran observar primordios, los cuales formaran el cuerpo fructifero.
Para esta fase es necesario cambiar las condiciones del cultivo aumentando la
humedad relativa y las condiciones de luminosidad para introducir la formacion de
los hongos (Oei, 2003; Fernandez, 2004).

Cosecha. En la cual se realiza la recoleccion de los cuerpos fructiferos en
forma manual, haciendo un movimiento de torsion sobre la base del estipe o
utiizando una cuchilla estéril para evitar contaminaciones posteriores en los
puntos del sustrato donde crecié el hongo. Asi mismo, la cosecha se divide en tres
periodos, el primer periodo en el cual se recoge el 50% de la produccion, el
segundo en donde se recoge el 30% y el tercer periodo solamente el 20% de la
produccion. Habitualmente, en el cultivo de hongos no se recoge mas de tres
cosechas, ya que la productividad es muy baja y el riesgo de contaminacion es
mas frecuente (Oei, 2003; Fernandez, 2004).

1.5. Condiciones del Medio de Cultivo

Requieren una mezcla equilibrada de fuentes de carbono, nitrégeno y azufre, y
factores de crecimiento, que en condiciones bioquimicas y fisicas adecuadas
permiten el buen crecimiento de los microorganismos (Meynell y Meynell, 1970).

Entre los factores que mas influyen sobre el crecimiento del hongo tenemos:

a) La temperatura: Influye tanto en la capacidad enzimatica del organismo,
como en la fluidez de los lipidos de la membrana celular. P. ostreatus,
durante la formacioén del micelio, crece a temperaturas 6ptimas de 26-28° C
y para fructificacion en un rango de temperatura de 12 a 18°C (Ardon,
2007).
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b)

d)

El potencial de hidrogeno (pH): Tiene una influencia directa sobre el
hongo, porque influye directamente sobre las proteinas de la membrana.
Para el crecimiento de Pleurotus se han citado rangos de crecimiento entre
4y 7 de pH, con un éptimo entre 5y 7. Dado a que este rango de pH la
mayoria de los contaminantes que se encuentran durante el proceso de

cultivo son mas sensibles (Ardon, 2007).

Relacion C/N: El carbono es necesario para los hongos porque es la fuente
directa de energia para su metabolismo; asi mismo, es necesario para la
formacion de las diferentes partes y estructuras celulares. Como
complemento, el nitrégeno, propicia un rapido crecimiento micelial y
formacion de cuerpos fructiferos. Como ya se menciond, el carbono y el
nitrégeno son dos elementos esenciales en la nutricibn de cualquier
organismo, se ha determinado que la relacion éptima para el crecimiento en
medio liquido de P. ostreatus es de 40:1(Ardén, 2007).

La humedad en el substrato: ElI contenido de humedad influye
directamente sobre el desarrollo del hongo ostra porque afecta la
disponibilidad de nutrientes. Asi, los contenidos de humedad inferiores al
50% no seran propicios y una humedad superior al 80% tendra un efecto
negativo en el crecimiento por la escasez de oxigeno. Cada sustrato tiene
una capacidad de retencion de agua diferente, pero lo ideal en el cultivo es
gue posea alta capacidad de almacenamiento y de retencion de humedad
(Arddn, 2007).

La humedad del aire: Este es un factor de suma importancia para la
adecuada fructificacion de P. ostreatus. Dado que los cuerpos fructiferos
estan formados por un alto contenido de agua y su estructura hifal no les
permite retener la humedad en condiciones adversas, un balance adecuado

entre la humedad ambiental y el contenido de humedad del hongo es
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necesario. Debido a esto, la humedad relativa del ambiente donde crece el
hongo debe oscilar entre 50 a 55%, suficiente para evitar que tanto el
substrato como los cuerpos fructiferos se deshidraten (Ardén, 2007).

f) Ventilacién e iluminacion: El oxigeno es un factor determinante para el
crecimiento de los basidiomicetos porque son organismos aerobios, que
requieren del elemento para llevar a cabo ciertos procesos biologicos y
también es necesario para degradar algunos nutrientes contenidos en el
sustrato. Con respecto al factor iluminacion, P. ostreatus requiere ser
expuesto a longitudes de onda inferiores a 600 nm, sin embargo la
sensibilidad tanto de la cantidad como de la calidad de la luz depende de la
cepa (Ardodn, 2007).

1.6. Propiedades de Cajanus cajan (frijol quinchoncho)

El quinchoncho (Cajanus Caja), es una planta leguminosa, que produce
abundantes semillas de color verde oscuro o verde jaspeado de puarpura durante
el llenado de las vainas y de color crema o crema jaspeado a la maduracion, estas
semillas tiene en promedio 7 mm de longitud por 6 mm de ancho (Bosques, 2012).
El quinchoncho ocupa un importante lugar en la dieta de los humanos, ya que
tiene baja concentracion de grasa, moderada cantidad de fibra, buena cantidad de
proteina, almidones, un razonable balance de los minerales esenciales de toda
dieta, es también una fuente rica en carbohidratos, minerales, vitaminas, acidos
grasos esenciales y componentes de vitamina E (tocoferoles y trazas de
tocotrienoles) (Navarro y colaboradores, 2014). Por otro la lado, la planta es un
arbusto anual o perenne, formado por un resistente tallo, de forma cilindrica con
un diametro basal entre uno y cuatro centimetros, de coloracién verde a verde
parpura, en donde se encuentran ramificaciones primarias, secundarias y

terciarias.
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CAPITULO Il

ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

Segun Morillo, Guerrero, Toro, Tovar, Castafieda, Garcia y Torres, (2013).
Realizaron cultivos del hongo sobre bloques de sustratos elaborados con tusa de
maiz, hoja de cafia, mezcla de ambos, tusa de maiz con cal y hoja de cafia con
cal, desarrollando 5 réplicas para un total de 25 bloques de sustrato, aportando un
68% de humedad en bolsas de polietileno. La inoculacion se realizé por inyeccion
de un homogenizado del micelio proveniente de un cultivo liquido. Los cuerpos
fructiferos fueron pesados y relacionados con el peso seco del sustrato para la
estimacion de la eficiencia biolégica. Mediante pruebas estadisticas de ANOVA'y
la prueba de comparacion de Tukey encontraron diferencias significativas entre
los sustratos empleados. El sustrato con hoja de cafa obtuvo una eficiencia
biolégica de 53, 10 + 2,70%, el sustrato de hoja de cafia con cal 35,88 + 6,02%,
tusa de maiz 23,25 + 3,107%, tusa de maiz con cal 32,10 + 1,06% y la mezcla de
hoja de cafia-tusa de maiz 23,90 + 6,02%, llegando a la conclusion que la hoja de
cafa tiene un potencial como sustrato para el cultivo de hongos. Este reporte es
de gran importancia para nuestro estudio pues demuestra que la utilizacién de
inodculos liquidos directamente sobre el sustrato de produccion se logra obtener

buenos resultados.
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Chegwin y Nieto (2013), en su estudio evaluaron el efecto que tiene el
empleo de harinas de cereales como fuente de carbono en la fermentacion en
estado liquido de P. ostreatus, utilizando matraces con medios de -cultivos
suplementado con la harinas de: cebada, avena, trigo, arroz, bienestarina
(harinas de cereales y leguminosas), maiz, soya, salvado de trigo, trigo integral,
maiz pinto, harina de siete granos y maiz amarillo, la incubacion se realizé a 26°C
en oscuridad durante 15 dias. En un andlisis comparativo de la composicion
porcentual de los extractos, proceso fermentativo y de las harinas de cereales con
los medios agotados se concluyd que no hay un comportamiento generalizado
entre la relacion Carbono/Nitrégeno del cereal y la produccion de los compuestos
del producto biotecnolégico y con respecto a la produccion de metabolitos
secundarios, las fuentes de carbono ideales serian bienestarina, harina de
cebada, de avena, maiz y maiz pinto. En este trabajo se pone en evidencia el
efecto de la composicién del medio sobre el metabolismo del hongo y se reafirma
que el hongo puede aprovechar diferentes fuentes de nutrientes, desde el punto
de vista metodologico resulta de gran importancia por'los métodos y técnicas

utilizadas en la preparaciéon de medios, y analisis de los resultados.

En una investigacion mas reciente, Arana, Burrola, Garibay y Franco,
(2014) cuyo objetivo fue: aislaron vegetativamente en diferentes medios de cultivo
cepas de algunas especies de hongos usadas como alimento; igualmente
estudiaron las caracteristicas de las cepas e identificaron el medio mas adecuado
para el cultivo in vitro y produccién de inéculo primario en relacion con la velocidad
de crecimiento y produccion de biomasa. De acuerdo a los autores, se obtuvieron
cepas de Psathyrellaspadicea, Floccularia aff. luteovirens, Clitocybe squamulosa,
Flammulina mexicana y Lyophyllum aff. shimeji las cuales se estudiaron in vitro en
seis medios de cultivo: Agar croquetas de Perro, Agar Maiz, Agar Papa Dextrosa-
Peptona y levadura, Agar extracto de Malta-Peptona y Levadura. Flammulina
mexicana presentd mayor crecimiento y produccion de biomasa en Agar croquetas

de Perro. La cepa de L. aff. shimeji registr6 mayor velocidad de crecimiento en
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Agar Papa Dextrosa-Peptona y Levadura, y mayor produccion de biomasa en Agar
de Extracto de Malta-Peptona y Levadura, ambas cepas se incubaron a 18°C. Se
produjo in6culo primario de F. mexicana y L. aff. shimeji en trigo y sorgo,
obteniendo mayor densidad del micelio y porcentaje de grano cubierto con el
sustrato de trigo. Al igual que en el caso anterior, en este trabajo se evidencia el
efecto de la composicién del medio sobre el comportamiento del microorganismo y
gue cada especie se comporta de forma particular ante los estimulos quimicos y
fisicos a la que es sometida aportando suficientes bases teéricas que indican la
necesidad de investigar cada cepa Yy su relacion particular tanto con los medios de

cultivo como con las condiciones fisicoquimicas.
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CAPITULO I

EL PROBLEMA

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

P. ostreatus es un hongo saprofito que crece de forma natural en materiales
constituidos principalmente por celulosa, hemicelulosa y lignina en estado de
descomposicion, tales como troncos, desechos agricolas o agroindustriales; bajo
condiciones ambientales apropiadas, ésta especie de hongos aprovechan estos
materiales y los degradan para obtener la energia y nutrientes necesaria para su
desarrollo (Zadrazil, 1974; Stamets, 2000; Sanchez y Royse, 2001; Monterroso,
2007).

Ahora bien, el hongo P. ostreatus ha adquirido importancia a nivel nutricional ya
gue posee el doble de contenidos de proteinas que la mayoria de los vegetales,
aproximadamente 21% de contenido de proteinas, y si se consumen como
alimento adicional a la dieta tradicional de las zonas rurales basada en maiz y
frijol, se logra un efecto complementario considerable en aminoacidos esenciales,
sobre todo en lo que respecta al triptéfano, treonina, lisina y metionina. Ademas de
proteinas, P. ostreatus es rico en vitaminas del complejo B como la Tiamina (B1),
Riboflavina (B2), niacina y acido félico, necesarias para el desarrollo del hombre,
asi como altas cantidades de minerales, vitamina C y D, acidos grasos insaturados
y un bajo contenido cal6rico (Martinez y Larqué, 1990; Romero, Rodriguez y
Pérez, 2000; Martinez, Macias, Sanchez y Martinez, 2002). Aparte de las
bondades nutricionales de P. ostreatus, también se han investigado sus
propiedades medicinales destacando los efectos antitumorales atribuidos a
compuestos quimicos principalmente polisacaridos, en especial el glucano
(Zbigniew y Whistler, 1987).
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El cultivo de P. ostreatus se realiza en varias etapas, las cuales son:
propagacion del micelio, obtencion de inoculos, preparacion del sustrato de
produccion, inoculaciéon del sustrato, incubacion, fructificacion y la recoleccion o
cosecha. La obtencién del micelio se inicia con la recoleccion en el campo de
carpoforos frescos o comprando una cepa comercial, en el primer caso, esto debe
ser realizado por expertos y luego de varios pasos de aislamiento y purificacion se
obtienen cultivos puros (cepas) que se utilizan en la generacion de inéculos. El
in6éculo es el insumo fundamental en el cultivo de Pleurotus, a nivel de los
fungicultores se conoce como semilla, debido a que es comudn la presentacion en
forma de semillas de cereales portadoras de micelio del hongo, y que se utilizan
para inocular los sustratos lignocelulésicos utilizado en la produccién comercial de

los carpoforos del hongo (Sanchez y Royse, 2001).

Hay dos formas en que se puede preparar los indculos, en la primera que
denominaremos clasica, los indculos se preparan partiendo de cultivos del hongo
crecidos en placas de Petri 0 botellas conteniendo medios convencionales como el
Agar Papa Dextrosa o Agar Malta, a partir de estos cultivos se toman trozos para
inocular granos de cereales, como trigo, centeno, mijo, sorgo y arroz que
previamente han sido hidratados, esterilizados y empacados en recipientes de
plastico u otro material apropiado; estos cultivos son incubados en la oscuridad a
26°C durante 8 a 15 dias, tiempo en el que el hongo ha invadido completamente
las semillas, en este estado se conoce como blanco o semilla y puede ser utilizado

para inocular los sustratos de produccion (Sanchez y Royse, 2001).

Mas recientemente se ha ensayado la produccién de inéculos en forma liquida,
en este caso también se parte de cultivos en medios agarisados pero en lugar de
hacer la propagaciéon en semillas de cereales, la propagacion se realiza en
Erlenmeyer conteniendo medios liquidos compuestos por sustratos solubles o
suspendidos, los cuales se incuban con agitacién en oscuridad a 26°C. Este
método permite la produccion de grandes cantidades de indculo de alta calidad en
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periodos muy cortos de tiempo y pueden ser utilizados directamente como indculo
en la produccién de carpéforos o en la elaboracion de grandes cantidades de

inoculos solidos en forma de semilla (Aguilar, 2007).

Por consiguiente, se propone como alternativa a la produccién de in6culos en
semillas, la produccién de inéculos en medios liquidos, ya que permite producir
mayor cantidad de biomasa y de mejor calidad en menor tiempo, reduciendo en un
20% el tiempo de produccion de indculo, comparado con el medio de cultivo en
semillas, favoreciendo la adaptacion y dispersién del hongo en el sustrato, y
facilitando su manipulacion durante la siembra, también se debe tener en cuenta
gue actualmente en Venezuela es dificil y costosos adquirir semillas de cereales y
los medios convencionales para el cultivo de microorganismos, es alli donde se
orienta la investigacion en la siguiente interrogante ¢ Es posible la produccion de

indculos liquidos del hongo comestible P. ostreatus en medios no convencionales?

También se debe tener en cuenta que en nuestro pais la industria de
produccion de hongos comestibles se limita a pequefios productores de
champifiones y en muy baja escala a otros hongos como el Pleurotus. El andlisis
del problema nos conduce a dos causas posibles, la primera es la falta de
tradicion de cultivo y al escaso conocimiento sobre el mismo, la segunda estaria
orientada a la no existencia en el pais de los insumos necesarios para el cultivo,
entre ellos destaca la falta de laboratorios de produccion de indculos, por otra
parte hay que tener en cuenta que los costos de los indculos importados hace casi
imposible su adquisicion por lo que es de suma importancia para iniciar el proceso

del cultivo en el pais.
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JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

En Venezuela es casi inexistente el cultivo de hongos comestibles, esto debido
principalmente a la falta de centros de produccién de in6culos en el pais y los
productores tienen que acudir a la importacion de los mismos, siendo esta
imposible, por lo que es necesario buscar alternativas para estandarizar el proceso
de produccion del inéculos. La produccién de inéculos nacionales debe estar
basada en consideraciones econdmicas de disminucion de costos sin desmejoras
en la calidad, para ello es necesario utilizar como medios de cultivo materia prima
nacional, con tratamientos apropiados que permitan la produccion masiva de
indculos de calidad. Es por ello que el conocimiento de la problematica y el estudio
de ésta, dardn pie a otras investigaciones e incégnitas sobre como realizar una
produccion de indculos de hongos comestibles a un bajo costo en el pais. La
justificacion metodoldogica de este proyecto esta representada por la
Implementacion de las técnicas y teorias necesarias para obtener inoculos liquidos
del hongo comestible P. ostreatus aplicando medios no convencionales. Por ultimo
el proyecto tiene una justificacion practica, ya que los resultados que se obtendran

podrian contribuir a fomentar el cultivo a nivel nacional de este hongo.

HIPOTESIS

P. ostreatus puede crecer en cultivos liquidos sobre una gran variedad de
sustratos, principalmente en los convencionales de laboratorio y la produccion de
biomasa depende de la concentracion de los componentes del medio de cultivo.
Conociendo que frijol quinchoncho es rico en nutrientes es posible que extractos
solubles obtenidos a partir del mismo se puedan utilizar en el cultivo del hongo en
medios liquidos y que variaciones en la concentracion de los extractos produzcan

variaciones en la produccion de biomasa del hongo.
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OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la produccién de inéculos liquidos del hongo comestible P.

ostreatus utilizando como sustrato harina de frijol quinchoncho.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar el efecto de la concentracion del extracto obtenido de frijol
guinchoncho sobre la produccién de biomasa del hongo P. ostreatus.
Determinar la cinética de crecimiento del hongo en medios liquidos a base
de extracto de quinchoncho.

Estudiar el comportamiento como inoculo de la biomasa obtenida mediante

pruebas con sustratos lignocelulésicos.
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CAPITULO IV

MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se realizO en el Laboratorio de Biotecnologia de
Microorganismos Sixto David Rojo, adscrito a la Facultad de Ciencias de la

Universidad de Los Andes.

MATERIALES

Microorganismo

La cepa de P. ostreatus BIOMI 104 perteneciente al cerapio del Laboratorio de
Biotecnologia de Microorganismos Sixto David Rojo de la Universidad de Los
Andes, se mantuvo refrigerada en cufias de agar Papa Dextrosa y se repico cada

3 meses en el mismo medio.

Medios de Cultivo

Medios no convencionales. Frijol quinchoncho fué adquirido en el mercado
local y se trasladé inmediatamente al laboratorio, posteriormente se coloco en una
estufa a 80°C hasta alcanzar una humedad de 10% y se pulveriz6 a un tamafio de
particula < 0,5ml utilizando un molino de martillos, a continuacién la harina de frijol
se guardé en bolsas plasticas herméticamente selladas hasta su uso en la

preparacion de los medios de cultivo como se especificara mas adelante.

Medios convencionales. Medio Papa Dextrosa Agar Himedia®.
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METODOS

4.1. Preparacion de los medios no convencionales

La harina de quinchoncho se resuspendid6 en agua destilada a
concentracion final de (15, 20, 25 y 30 g/L) sometiendo a ebullicion durante 10
minutos cada concentracion por separado, luego se ajusto el volumen inicial con
agua destilada, inmediatamente se filtr6 a través de un filtro de tela (tipo coladora
de Café), recuperandose el filtrado (extracto de quinchoncho). Posteriormente, se
agrego 25mL del medio liquido de quinchoncho en 3 Erlenmeyer de 125mL para
cada concentraciéon y se esterilizé en la autoclave a 120°C durante 30 minutos,
dejandose enfriar y finalmente se inoculé como se indica mas adelante (en lo

sucesivo a este medio se le denominara medio de quinchoncho).

4.2. Preparacion de los medios convencionales

El medio agar papa dextrosa (PDA) se prepar6 segun las instrucciones del
fabricante, distribuyendo 150 mL del medio en Erlenmeyer de 250 mL y se
esteriliz6 como se indicé anteriormente (en lo sucesivo a este medio se le

denominara como medio PDA).

4.3. Preparacién de inoculos

A partir de un cultivo de la cepa de P. ostreatus BIOMI 104 en cuiia, se
tom6 una alicuota con asa y se inoculé en el centro de placas de Petri que
contenian medio agar Papa Dextrosa, posteriormente se incubdé a 27°C en
oscuridad durante 8 dias o hasta que el hongo cubri6 toda la superficie de la
placa, a continuacién se tomaron trozos del cultivo de 1 cm? y cada uno se utiliz6
para inocular 3 Erlenmeyer de 125 mL conteniendo 30 mL de caldo papa dextrosa,
luego se incubd durante 8 dias a 27°C con agitacion a 150 rpm. Transcurrido este

tiempo el contenido de los 3 Erlenmeyer se trasfirié a una licuadora previamente
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esterilizada y se homogenizé durante 30 segundos a maxima velocidad.
Inmediatamente, el homogenizado se trasvasdé a un Erlenmeyer de 500 mL
previamente esterilizado, dejandose en reposo durante 6 horas antes de ser

utilizado como inéculo.

Mas tarde, 5mL del inéculo homogenizado se agregd en un Erlenmeyer de
500mL que contenia 125mL de caldo Papa Dextrosa (PD) y se dejo incubar
durante 8 dias a 27°C con agitacion a 150 rpm. Después, el contenido del
Erlenmeyer se  trasfiri6 a una licuadora previamente esterilizada y se
homogeneiz6 durante 30 segundos a maxima velocidad, luego el homogenizado
obtenido, se trasvas6 a un Erlenmeyer de 1L previamente esterilizado que

contiene una barra magnética, dejandose en reposo.

4.4. Efecto de la concentracion del extracto obtenido de frijol quinchoncho
sobre la produccion de biomasa del hongo P. ostreatus.

Para la inoculacion de los Erlenmeyer que contiene las diferentes
concentraciones de quinchoncho, el indculo licuado se coloc6é en un plato de
agitacion magnética y se agitdo durante 30 minutos, transcurrido este tiempo y sin
detener la agitacion se tomé estérilmente fracciones de 1 ml que utilizé para
inocular cada uno de los Erlenmeyer, luego se dejo incubar durante 8 dias, a 27°C
con agitacion a 150 rpm. Transcurrido el tiempo estipulado, el contenido de cada
Erlenmeyer se filtr6 al vacio por separado, recuperandose el micelio, el cual fue
transferido a un papel aluminio previamente pesado y rotulado (para las diferentes
concentraciones). Finalmente, se guardo en la estufa a 100°C durante 12 horas y

luego se pesé cada muestra.
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4.5. Cinética de crecimiento de la cepa de P. ostreatus BIOMI 104 en medios
liguidos a base de extracto de quinchoncho.

Se prepar6 un medio liquido de quinchoncho de 20g/L (concentracion que
obtuvo mayor produccion de biomasa), seguidamente se aplicod el procedimiento
de coccion, filtracion y esterilizacion (segun se indicé 4.1), para este caso
agregandose 25ml del medio de quinchoncho en 17 Erlenmeyer de 125ml.
Posteriormente, el indculo licuado se colocd en un plato de agitacion magnética y
se agité durante 30 minutos, transcurrido este tiempo y sin detener la agitacion se
tomé estérilmente fracciones de 1 ml que se utilizd para inocular cada uno de los
Erlenmeyer, luego se dejo incubar durante 8 dias, a 27°C con agitacién a 150 rpm.
Cada 24 horas se tomaron 3 Erlenmeyer y por separado se filtraron a través de un
filtro de tela de nailon, se recuper6 el micelio y se transfiri6 a un contenedor de
papel de aluminio previamente pesado, posteriormente se llevd a la estufa a
100°C durante 12 horas, luego se dejé enfriar y se determiné el peso seco de la
biomasa. Con los datos resultantes se elaboraron las curvas de crecimiento en

cada uno de los tiempos.

4.6. Comportamiento como inéculo de la biomasa obtenida mediante
pruebas con sustratos lignocelulésicos

Preparacion e inoculacion del sustrato. Se siguié el procedimiento estandar
utilizado en el laboratorio BIOMI para el cultivo de P. ostreatus en medios sdlidos.
La tuza de maiz seca fue molida en un molino de martillo a un tamafo de particula
< a5 mm, se sumergid6 en agua durante 12 horas para su hidratacion, se dejo
escurrir durante 6 horas y se empacO en 30 bolsas termo resistentes con
capacidad para 500 g conteniendo cada una 250 g de sustrato humedo, se
esterilizd durante 50 minutos, dejandose enfriar y posteriormente se inoculé con
1ml del in6culo homogenizado. Por Ultimo, las bolsas inoculadas se colocaron en
un estante en un cuarto oscuro y se incubaron a 27°C durante 15 dias,

diariamente se realizaron observaciones para determinar el grado de invasion.

26



4.7. Tratamiento estadistico de los resultados

Mediante el software SPSS, se aplicé un ANOVA de una via, para las
comparaciones de los tratamientos y la determinacion de las diferencias
estadisticas entre los diversos tratamientos se empleé la prueba de rangos

multiples de Tukey, (a = 0.05).
Variables evaluadas y sus indicadores

Concentracion de harina de quinchoncho

Comportamiento del inéculo liquido en el sustrato tuza de quinchoncho

4.8. Método de evaluacién de las variables

Ecuaciones para la cinética de crecimiento

Velocidad de crecimiento

Cambio en la masa celular o en el nimero de células experimentado por
unidad de tiempo. La constante de proporcionalidad p, un indice de la velocidad de
crecimiento que se denomina constante especifica de velocidad de crecimiento
(velocidad de crecimiento por unidad de biomasa) y tiene unidades de tiempo (h™)
(Arana y colaboradores, 2010). Esta definida como:

Log N —log No = /2,303 (t - to)

logN—logN -
= 287280, 2,303 (Ecuacion 1.1)

0
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Donde en la fase exponencial:
Log No: biomasa inicial

Log N: biomasa final

to: tiempo inicial

t : tiempo final

Tiempo de generacién

Definido como el tiempo requerido para que la poblacion se duplique. Durante
cada generacion se duplican la masa y el nimero de células (Brock, 2009).

__In2

g= (Ecuacion 1.2)

Produccién de biomasa

Biomasa total del hongo generada en cada uno de los medios liquidos

Dias de cultivo

Dias transcurridos desde el momento en que se inocula el sustrato solido hasta el
corte de los hongos maduros de la cosecha.

Eficiencia bioldgica:

Definida segun la ecuacion

EB = Peso fresco de los cuerpos fructiferos obtenido X 100 (Ecuacion 1.3)

Peso seco del substrato

Tasa de produccion:
Se evalu6 en base a la relacion de la eficiencia biologica entre el niUmero total de

dias de evaluacion.

Tasa de produccion (TP) = %EB/ dias de cultivo (Ecuacion 1.4)
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Rendimiento %:

(R%): (Peso seco de los carpofagos / peso seco del sustrato) x 100 (Ecuacionl.5)

Productividad:

Productividad (P): %R / dias de cultivo. (Ecuacién 1.6)
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CAPITULO V

RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Produccién de biomasa de P. ostreatus de la cepa BIOMI 104, a

diferentes concentraciones de medio liquido de quinchoncho.

En la experiencia se determind cual es la concentracion de quinchoncho
donde se obtiene una mayor produccion de biomasa, en comparacion al control

(medio PD). De acuerdo a este estudio se obtuvieron siguientes resultados:

10,00

8,00

6,00

Biomasa (g/L)

4,00

2,00

0,00 -

15 giL HQ 20 gl HQ 25 gL HQ 30 gL HG 15 gL PDA
Tratamientos

Grafica 1. Produccion de biomasa (g/L) de P.ostreatus, obtenida en cada una de
las concentraciones de 15, 20, 25, 30g/L de medio liquido de quinchoncho y medio
PD (control) a 15 g/L. El experimento consistid en preparar las concentraciones
por triplicado, con 25mL de medio, contenido en Erlenmeyer de 125mL, luego se
inocularon con 1mL del hongo homogenizado, previamente cultivado en medio
PD. Las condiciones de incubacion fueron, agitacion constante de 120 rpm,
durante 8 dias a 27°C.
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Podemos observar que se obtuvo una mayor produccion de biomasa, en el
medio PD (7,86 + 0,01 g/L) y el medio liquido de quinchoncho a 20 g/L (7,62 + 0,41
g/L), lo cual estudiado en proporciones es tres veces mayor a la biomasa obtenida
del tratamiento de 15g/L (2,42 + 0,19 g seco /L), dos veces mayor al tratamiento de
25g/L (3,19 + 0,18 g seco/L) y cuatro veces mayor al tratamiento de 30g/L (2,08 +
0,23 g seco /L) (ver tabla 5.3). Por tanto, en la prueba de ANOVA de una via, se
pudo determinar que existe diferencia significativa (p < 0,05) entre los tratamientos
de quinchoncho de 15, 25 y 30 g/L, con respecto al control (medio PD), sin
embargo hubo excepcion al comparar el control con el tratamiento de 20 g/L de
guinchoncho, demostrando éste ultimo ser mayor y significativamente diferente al
resto de los tratamientos, es decir, que a concentraciones mas bajas de
quinchoncho, se obtuvo mayor biomasa, esto pudiera deberse a los diversos

factores entre ellos tenemos:

Los factores antinutitrivos de las leguminosas, definidos como una serie de
compuestos inhibidores que influyen negativamente en su valor nutritivo, es decir,
hacen que limite el consumo de leguminosas, afectando la digestibilidad y
disponibilidad de nutrientes. Estos compuestos son clasificados en dos grupos,
como termolabiles, que desaparecen tras un adecuado tratamiento térmico y entre
los que se encuentran los inhibidores de proteasas, las lectinas, y los glicésidos
cianogénicos. El segundo grupo, pertenece a los termoestables (resistentes al
calor) que son los compuestos que pudieron afectar la experiencia, tales como

los a-galactosidos, fitatos, taninos condensados y saponinas (Aguilera, 2010).

Los a-galactdsidos (GOS): son carbohidratos solubles derivados de
la sacarosa que contienen de 1-4 unidades de galactosa unidas por
enlaces-1,6. El a-galactésido mas pequefio es la rafinosa, formada por una
molécula de galactosa unida a la sacarosa. Por tanto, sucesivas adiciones

de galactosa originan estaquiosa y verbascosa, la cual sélo se encuentra en
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trazas en semillas, por lo que no ejerce un papel importante como factor

antinutritivo (Aguilera, 2010; Elizalde y colaboradores 2009).

Taninos: Son compuestos polifendlicos de un amplio peso molecular
gue habitualmente se dividen en hidrolizables y condensados. Estos son
capaces de unirse a enzimas, proteinas, polisacéaridos, acidos nucleicos,
esteroides, saponinas, y formar complejos con el hierro del alimento,
dificultando la digestion de los nutrientes y a su vez conlleva a la
precipitaciéon de las proteinas. (Elizalde y colaboradores, 2009). Algunas
enzimas digestivas como la tripsina, a-amilasa y lipasa son inhibidas por
estos compuestos, lo que provoca una disminucion de la digestibilidad de

carbohidratos, proteinas y lipidos (Aguilera, 2010).

Saponinas: Son compuestos que poseen una estructura
compleja formada por un ndcleo esteroidal hidrofébico y una parte
hidrofilica constituida por unidades de monosacaridos. Estas
sustancias se encuentran en las capas externas del grano (episperma),
siendo solubles en metanol o agua. Ademas, cabe destacar que no ejercen
ningun efecto negativo sobre la calidad nutricional de la proteina, pero si
pueden formar complejos con el hierro y el zinc disminuyendo su absorcion
(Martinez, 2016; Elizalde y colaboradores, 2009).

Acido fitico o fitatos: se trata del éster hexafosfato de mioinositol,
formado por seis grupos fosfato, el cual acttan como un fuerte agente
guelante de minerales divalentes, tales como calcio, hierro, magnesio, zinc
y cobre. También, interaccionan con residuos basicos de proteinas
formando complejos, como proteina-fitato y proteina-fitatomineral, por lo
gque se paralizan muchas reacciones enzimaticas a nivel digestivo.
(Martinez, 2016). Por tanto, este compuesto representa la forma principal
de reserva de fosforo utilizado durante la germinacién y se encuentra en la

piel de la mayoria de los cereales y las legumbres (Aguilera, 2010).
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No obstante, a pesar de sus efectos no nutritivos muchos de ellos representan
un papel muy importante en la naturaleza. Las lectinas, alcaloides y taninos
contribuyen a la resistencia de la planta frente a enfermedades y al ataque de
insectos y proporcionan resistencia al estrés medioambiental. Por otra parte, los a-
galactésidos sirven como fuente energética para la planta, siendo
fundamentalmente utilizados en situaciones de estrés tales como enfriamiento y

desecacion (Aguilera, 2010).

Tabla 5.1 Proporciones de biomasa de P. ostreatus, obtenida en las diferentes

concentraciones del medio liquido de quinchoncho.

Medio de Concentracién N Media Error
cultivo (g/L) estandar

15 3 2,42 0,19

Quinchoncho 20 3 7,62 0,41

25 3 3,19 0,18

30 3 2,08 0,23

PD control 15 3 7,86 0,01
total 15

5.2. Cinética de crecimiento de P.ostreatus de la cepa BIOMI 104, utilizando

como sustrato medio liquido de quinchoncho a 20 g/L y medio PD a 15 g/L

En la siguiente grafica, se muestra el crecimiento de P. ostreatus a partir de
un medio PD a 15 g/L y medio de quinchoncho a 20 g/L, concentracién de
chinchoncho seleccionada, por su mayor produccion de biomasa en la experiencia
anterior (ver grafica 1). Luego, Se determind las diferentes fases de crecimiento

del hongo para cada tratamiento.
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Gréfica 2. Cinética de crecimiento del hongo P. ostreatus en medios liquidos de
quinchoncho a 20 g/L en comparacion al control PD a 15 g/L. Condiciones de
cultivo: agitacion: 200 rpm, aireacion 1 vvm, temperatura 28°C. Tasa de
crecimiento en PD 4,08 y HQ 1,93 mg/dia.

Durante el crecimiento de P. ostreatus para cada tratamiento, podemos
determinar las fases de crecimiento, el cual en medio PD su fase de latencia dur6
hasta el dia 3, en comparaciéon al cultivo en medio de quinchoncho que demoré
hasta el dia 4 ,por ende en esta fase no se observa crecimiento aparente, ya que
el hongo estaba adaptando su metabolismo a las nuevas condiciones ambientales,
es decir, comienza a sintetizar las enzimas necesarias para degradar los
nutrientes solubles del medio, componentes necesarios para iniciar la elongacion
celular y si el hongo sufri6 dafios durante la siembra en esta fase sintetizara la
pared celular y preparard los puntos de crecimiento (Aguilar, 2007).
Posteriormente, la fase exponencial, en medio PD comienza desde el dia 3 hasta
el 6, en el caso del inéculo en medio de quinchoncho establece la fase el dia 4

hasta el 6, en donde se duplica la poblacion de células a intervalos regulares, en
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ésta el hongo consume al maximo y constantemente los nutrientes presentes en el
medio liquido (Aguilar, 2007). No obstante, el comportamiento del inéculo en cada
tratamientos fué diferente, en donde la fase de latencia fue mas marcada en medio
de quinchoncho y la fase exponencial mas prolongada en medio PD, esto ocurre
porque el hongo estd mas adaptado al medio PD, donde los nutrientes son mas
simples facilmente asimilables. En cambio, en medio de quinchoncho el hongo
requiere de una mayor actividad metabdlica y tiempo, para degradar los complejos

a compuestos simples para su posterior absorcion.

Segun los resultados de la gréfica 2. Podemos resaltar que el hongo P.
ostreatus, alcanzé una mayor produccion de biomasa de 9,32 £ 0,03 g /L en medio
PD (15 g/L) en comparacion al medio de quinchoncho (20 g/L) de tan solo 6,35 +
0,02 g /L después de siete dias de cultivo, estos resultados difieren con los datos
reportados por Aguilar (2007), el cual compar6 el crecimiento de P. ostreatus de la
cepa ECS127R en los siguientes medios de: peptona de caseina con adicion de
sacarosa (PCS), extracto de malta con adicion de sacarosa y extracto de malta
desproteinizado (EMD), durante 15 dias de cultivo, donde se obtuvo una mayor
cantidad de biomasa de 4,18 g/L en EMD, luego sigue el medio PCS con 2,17 g/L
y el medio EMS de menor produccion con 0,75 g/L, dando como explicacion que
los medios a base de maltosa contienen 90 a 92% de carbohidratos y el medio de
peptona de caseina tiene 10 veces mas cantidad de nitrégeno que el resto de los
tratamientos, lo que sugiere que los hongos de este género utilizan estrategias
simples de degradacion de compuestos organicos, teniendo mayor éxito con
carbohidratos en comparacién con compuestos nitrogenados. Estos argumentos
son congruentes con los resultados obtenidos, ya que la mejor produccion de
biomasa se obtuvo en medio PD, donde predominan los carbohidratos en
contraste al quinchoncho que contiene mas proteinas, lo que favorece que la cepa
utilice mas rapidamente el sustrato PD, emitiendo menor cantidad de enzimas
para degradarlo. Por tanto, el analisis estadistico mediante la prueba de t de
variables independientes mostrd diferencias significativas (p < 0,05) entre los dos

medios de cultivo estudiados.
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Tabla 5.2 Tasa de crecimiento de P. ostreatus alcanzada para los medios liquidos
de quinchoncho a 20 g/L y PD (control) a 15 g/L.

Medio de cultivo | Concentracion | Tasa de recambio Tasa de
(g/L) (d-1) crecimiento
(mg/ dias)
Quinchoncho 20 0,52 1,93
PD (control) 15 0,25 4,08

Tabla 5.3 Valores de velocidad de crecimiento () y tiempo de generaciéon (g) de

P.ostreatus alcanzada para los medios liquidos de quinchoncho a 20 g/L y PD

(control) a 15 g/L.

Tiempo (h) Control Log N Quinchoncho Log N
Biomasa Biomasa
(9/L) (g/L)
24 2,1 - 0 -
48 2.9 - 0,8 -
72 3,7 0,57 1,7 -
96 5,7 0,76 1,9 0,28
120 6,6 0,382 45 0,65
144 9,3 0,97 6,4 0,81
pu(h™) 0,01 0,03
g(h) 54,13 27,39

*U: velocidad de crecimiento
g: tiempo de generacion

Para obtener la velocidad de crecimiento del hongo P.ostreatus, se aplico

logaritmo en base 10, de la biomasa(g/L) obtenida en el tratamiento PD a 15 g/L y

guinchoncho a 20 g/L, solo en la fase exponencial (ver tabla 5.3) y a partir de los

valores se calculé la ecuacion 1.1. Posteriormente, obtenida la velocidad de

crecimiento se determind el tiempo de generacion (ver ecuacion 1.2).
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Gréfica 4. Representacion semilogaritmica de la biomasa de P. ostreatus,
obtenida en los tratamiento de PD a 15 g/L y quinchoncho a 20 g/L, con respecto

al tiempo.

La mayor velocidad de crecimiento de P. ostreatus fue en el tratamiento de
quinchoncho (20g/L) con un valor de 0,03 h™* en comparacién al control (15g/L) de
s6lo 0,01 h*, ya que el quinchoncho aporta una fuente rica de proteinas y
minerales superior al medio PD, el cual una vez que llega a la fase exponencial el
hongo en quinchoncho, comienza a asimilar los nutrientes y su biomasa aumenta
de forma gradual. Segun reportes de Guillén y colaboradores (1998), analizé la
produccién de biomasa y enzimas ligninoliticas de P. ostreatus en medio sintético
con extracto de levadura a diferentes concentraciones de glucosa (0,5-20 g/l),
diferentes pH (3,5-6,5) y temperaturas de incubacién (23-32°C). Obteniendo como
resultado un rango de velocidad de (0,013 a 0,027 h™), siendo menor a la
concentracion de glucosa de 20 g/L y mayor a la concentracién de 2,5 g/L,
determinando que al incrementar el suministro de glucosa aumenté la produccién
de biomasa pero disminuy6 su rendimiento. Por tanto, la velocidad crecimiento del
hongo cultivado en medio de quinchoncho se encuentra dentro de los intervalos

reportados. Por ultimo, en cuanto al tiempo de generacion, el hongo en medio PD
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requiere un mayor tiempo de 54,13 horas para duplicar su poblacién de células en

cambio en medio de quinchoncho sélo requiere 27,39 horas.

5.3 Estudio del comportamiento de P.ostreatus de la cepa BIOMI 104, como
inbculo de la biomasa obtenida mediante pruebas con sustratos

lignocelulésicos.

El experimento se baso en el cultivo de P. ostreatus en medio soélido de
tuza de maiz molida, guardadas en bolsas termoresistentes. A partir de inéculos
provenientes de medio PD a 15 g/L y quinchoncho a 20 g/L, se prepararon 4

bolsas del sustrato para cada tratamiento y se incubé durante 15 dias.

Proceso de fructificacién y cosecha

Una vez formados los carpoforos en cada bolsa, se recolectaron, se
determind peso fresco, posteriormente, se disecaron en la estufa y se pesaron
nuevamente. A continuacion para cada tratamiento, se evaluaron las siguientes
variables: eficiencia biolégica (EB), tasa de produccién (TP), rendimiento (R) y
productividad (P).

Tabla 5.4 Cronograma de eventos realizados, para el in6culo de la biomasa
obtenida mediante pruebas con sustratos lignocelulésicos.

Dias Eventos
1 Montaje del experimento.
11 Q: Invasion completa del sustrato en tubo Falcon.
13 - Hidratacion del sustrato

- Q: Invasion completa del sustrato en bolsa (10 dias).

15 PD: Invasion completa del sustrato en tubo Falcon (12 dias).
17 PD: Invasion completa del sustrato en bolsa (14 dias).
21 Fructificacion.

*Q: indculo proveniente de medio liquido de quinchoncho
PD: in6culo proveniente de medio liquido de papa dextrosa
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Tabla 5.5 Valores de peso fresco y seco del in6culo de la biomasa obtenida
mediante pruebas con sustratos lignocelulosicos.

Recipiente Bolsas
tratamiento Medio PD Medio de Medio PD Medio de
(control) Quinchoncho (control) Quinchoncho
Q) Q)

Dias P(9) P(g) | P(9) P(g) | P(9) P(9) | P(9) P(9)
muestra sustrato | muestra sustrato muestra | sustrato | muestra sustrato
fresca fresco fresca fresco seca seco seca seco

1 Q1=18 Q1=260 Q1=4 Q1=150
Q3:26 Q3:238 Q3:5 Q3:150
2
5 Q2:36 Q2:256 Q2:7 Q2=150
6 PD,= 25 PD= PDA,=3 | PDA=
224 150
8 PD;=29 PD;= Q4=39 Q4=289 PDA;=2 PDA;= Q4=8 Q4=150
PD,=47 239 PDA,=5 150
PD3;=28 PD,= PDA3z=4 PDA,=
213 150
PD3: PDA3:
230 150
9 PDA,=34 PD4= Q2=24 Q2=256 PDA4s=4 PDA4= Q2=5 Q2=150
204 150
18 Q1=22 Q=221 Q1=4 Q1=150
25 Q3=33 Q3=201 Q3=7 Q3=150
Q5:57 Q5:212 Q5:11 Q5:150
Q1=29 Q:=185 Q1=6 Q1=150
Q4=24 Q4=243 4=5 Q4=150
Q2=19 Q2=203 Q=4 Q,=150

*Q: indculo proveniente de medio liquido de quinchoncho
PD: in6culo proveniente de medio liquido de papa dextrosa

% Eficiencia bioldgica (EB)

Como podemos ver en los resultados de la gréfica 3. El in6culo proveniente
del medio PD a 15 g/L obtuvo la mejor eficiencia biolégica, con un valor de (21,73
+ 2,59) %, lo cual es 1,10 veces mayor al in6culo del medio de quinchoncho a 20
g/L, que solo obtuvo (19,82 + 2,27) %. Estos resultados concuerdan con los
descritos por Séanchez (2008), en los cuales cultivd P. ostreatus en cinco
sustratos: tallo de palma, paja de avena, tazoles de frijol, paja de trigo y paja de
sorgo, obteniendo un rango de eficiencia biologica de 12,82 a 57,49%, donde el
menor valor dio en paja de trigo y el mayor en paja de sorgo, por tanto la EB

obtenida en quinchoncho se encuentra dentro de los intervalos reportados por
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Sanchez (2008). Por otra parte, segun el analisis ANOVA de una via (F (1,14)=
0,252, p < 0,623), se determiné que no existe diferencia significativa entre los

tratamientos.

Gréafica 3. Eficiencia bioldgica (EB) de P. ostreatus de la cepa BIOMI 104,
proveniente de cultivos en medios de quinchoncho 20 g/L y PD (control) a 15 g/L,
utilizando como sustrato soélido tuza de maiz molido, con tamano de particula <

5mm.

Tasa de produccion (EB/dias)

En cuanto a la tasa de produccion de P. ostreatus de cepa BIOMI 104, en
medio PD (15g/L), presentd un intervalo entre 0,48 a 0,92 EB/dias, lo cual es
mayor al in6culo de quinchoncho (20g/L), de 0,41 a 0,70 EB/dias. Por tanto, segun
la prueba estadistica de ANOVA (F (1,14)= 1,717, p < 0,211), no presentod
diferencia significativa entre los tratamientos, lo que indica que la produccién de
carpoforos diarios en los tratamientos fue homogénea. De acuerdo a la
investigacion realizada por Diaz y Carvajal (2014), con P. ostreatus cultivado en

sustratos de fibra de palma y salvado de trigo, obtuvo una tasa de produccién
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entre 0,46 y 0,64. También existen otros reportes que muestran tasas de
produccion entre 0.34 y 1.68 sobre sustratos de paja de cebada (Salmones et al.,
1997) y entre 1.31 y 4.50 en pulpa de café y viruta de cedro (Bermudez et al.,
2002), por lo que las tasas de produccién obtenidas en medio de quinchoncho, se

encuentran entre los rangos reportados.

Gréfica 4. Tasa de produccion de P. ostreatus de la cepa BIOMI 104, proveniente
de cultivos en medios liquidos de quinchoncho a 20 g/L y PD (control) a 15 g/L,
utilizando como sustrato solido tuza de maiz molido, con tamafio de particula <

5m.

% Rendimiento (R)

Podemos resaltar que el rendimiento del in6culo proveniente del medio
qguinchoncho a 20 g/L fue de 4%, siendo éste en proporciones dos veces mayor al
in6culo de medio PD que so6lo alcanzd un 2%. También, se pudo determinar
mediante el analisis de ANOVA de una via (F (1,14)=4,687, p < 0,048), diferencia
estadisticamente significativa entre las medias de cada tratamiento, siendo mayor

la de quinchoncho, esto indica que los carpoforos de éste ultimo tratamiento
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contienen mayor concentracion proteinica, reflejado en los valores de peso seco
(ver tabla 5.4), en comparacion al control, esto se debe a que el hongo provienen
de un medio muy complejo como es el quinchoncho, rico en proteinas y minerales,
lo que le permite desarrollar una maquinaria metabdlica mas preparada y una vez
gue se somete al nuevo sustrato, en este caso tusa de maiz se adapta

rapidamente, y lo degrada de forma facil.

Por tanto, se obtienen mejores resultados con el tratamiento de
quinchoncho, ya que contiene como propiedades una fuente importante de
proteina (18-32%), conformada por los nueve aminoacidos esenciales: fenilamina,
histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, treonina, triptéfano y valina.
Ademas, presenta bajo contenido de grasa, asi como fibra, cantidades de calcio y
vitaminas hidrosolubles superiores a las de otros granos, y puede impartir
caracteristicas funcionales deseables en sistemas de alimentos. No obstante, Al
igual que el resto de las leguminosas, contiene factores antinutricionales que
afectan la digestibilidad y los atributos nutricionales, sin embargo, la proporcion de
estos es menor que en la soya y desaparecen significativamente al someterse a

tratamientos tecnolégicos, especialmente térmicos (Garcia y colaboradores, 2018).
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Grafica 5. Rendimiento de P. ostreatus de la cepa BIOMI 104, proveniente de
cultivos en medios liquidos de quinchoncho a 20g/L y PD (control) a 15 g/L,
utilizando como sustrato soélido tuza de maiz molido, con tamafo de particula <

5mm.

Productividad (%R/ dias)

En la evaluacion de produccién de P. ostreatus de la cepa BIOMI 104, para
los diferentes tratamientos, se determind una mayor productividad en medio de
quinchoncho (20 g/L) con un rango de 0,082 a 0,140 % R /dias, en comparacion al
medio PD (15 g/L) con un valor de 0,048 a 0,100 % R/dias, luego aplicando el
analisis estadistico de ANOVA de una via (F (1,14)= 2,604, p< 0,129), demostré
gue no existe diferencia significativa entre los tratamientos, lo que indica que la
produccién de carpoforos diarios en los tratamientos fue homogénea. Segun
Salmones et al. (1997), estudio la produccién de cepas de P. djamur, P. ostreatus
y P. pulmonarius, obtuvo rangos de productividad que varian de 0,0067 a 0.0144;
0.0035 a 0.00168: y 0,0034 a 0,0151 %R/d, respectivamente. Comparando estos

datos con los obtenidos en la experiencia, los valores de productividad en medio
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de quinchoncho, se encuentran por encima de los valores reportados por
Salmones et al. (1997), lo que garantiza el quinchoncho como un eficiente sustrato
gue cumple con los requerimientos nutricionales para el 6ptimo crecimiento del

hongo.

Gréfica 6. Productividad de P. ostreatus de la cepa BIOMI 104, proveniente de
cultivos en medios liquidos de quinchoncho a 20g/L y PD (control) a 15 g/L,
utilizando como sustrato soélido tuza de maiz molido, con tamafo de particula <

5mm
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CAPITULO VI

CONCLUSION

En el presente estudio, la mejor concentracion de extracto de quinchoncho
para el cultivo de P.ostreatus, fue de 20g/L, siendo una de las
concentraciones mas bajas del experimento, este resultado puede deberse
a la presencia de los factores antinutitrivos propios de las leguminosas,
estos compuestos inhibidores que limitan el consumo de proteinas,

afectando la digestibilidad y disponibilidad de nutrientes.

En la cinética de crecimiento, el hongo en medio PD alcanz6 en menos
tiempo la fase exponencial en comparacion al cultivo en medio de
quinchoncho, estos eventos se produce por la composicion de cada medio,
donde el hongo en medio de quinchoncho, requiere una mayor actividad
metabdlica y tiempo, para degradar los nutrientes disueltos y reducirlos a
compuestos simples para poder asimilarlos.

Por otra parte, se determind que el inéculo proveniente del medio PD
obtuvo una mejor eficiencia biolégica en comparaciéon al in6culo de
qguinchoncho, es decir, que se produjo un mayor peso fresco de carpéforos
y en menos tiempo de acuerdo a la tasa de produccion. Sin embargo, al
estudiar el rendimiento, el indculo de quinchoncho sacé mayor ventaja en
esta variable, ya que los carpéforos de medio PD, contenian gran cantidad
de agua pero poco valor nutritivo, demostrado en la considerable reduccion
de peso al momento de ser disecados. En cambio, los carpéforos del medio
de quinchoncho, su estructura estaba basada predominantemente de

contenido proteinico.
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Finalmente, podemos constatar, que el sustrato de quinchoncho es un
excelente candidato para la produccion de in6culos liquidos del hongo P.
ostreatus a nivel industrial, ya que provee una importante fuente de
proteinas, que propicia el crecimiento de carpo6foros de buena calidad. No
obstante, hay que tomar en cuenta la pequefia proporcién de factores
antinutritivos que afectan la disponibilidad de nutrientes, lo cuales se logran
desaparecer significativamente al someterse a tratamientos tecnolégicos,

especialmente térmicos.
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Anexos 1. Andlisis estadisticos sobre la produccién de biomasa de P. ostreatus
de la cepa BIOMI 104,

guinchoncho en comparacion al control (medio PD a 15 g/l).

a diferentes concentraciones de medio liquido de

Variable Tratamiento | Tratamiento Media Stud. Sig.

dependiente 0] J) diferencia Error
(-J)

159/l PD 15 g/ HQ 4,327* 0,33817 0,000

20 g/l HQ -0,873 0,950

Quinchoncho 25 g/l HQ 3,554* 0,000

Tukey HSD 30 g/l HQ 4,664* 0,000

15 g/ HQ 15 g/l PD -6,553* 0,33817 0,000

20 g/l HQ -6,313* 0,000

25 g/l HQ -1,886 0,226

30 g/l HQ -0,776 0,852

20 g/l HQ 15 g/l PD -1,353 0,33817 0,950

15 g/ HQ 4,087* 0,000

25 g/l HQ 3,137* 0,000

30 g/l HQ 4,424* 0,000

25 g/l HQ 15 g/l PD -5,780* 0,33817 0,000

15 g/ HQ -0,340 0,226

20 g/l HQ -5,540* 0,000

30 g/l HQ -0,003 0,510

30 g/ HQ 15 g/l PD -6,890* 0,33817 0,000

15 g/ HQ -1,450 0,852

20 g/l HQ -6,650* 0,000

25 g/l HQ -2,223 0,510

*HQ: Harina de quinchoncho

*PD: Caldo papa dextrosa
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Anexo 2. Analisis estadistico de P.ostreatus de la cepa BIOMI 104, proveniente de
medio PD (15 g/l) y quinchoncho (20 g/l), como in6culo de la biomasa obtenida

mediante pruebas con sustratos lignoceluldsicos.
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95% Confidence Interval for
Mean
Lower Bound Upper Bound Minimum
EB PD 14,5503 28,9164 16,67
Quinchoncho 14,7666 24,8698 12,00
Total 16,7457 24,0876 12,00
Model Fixed Effects 16,6271 24,2062
Random Effects -2,03342 42,86672
productividad PD ,0482 ,1074 ,04
Quinchoncho 0824 1407 05
Total 0792 ,1228 ,04
Model Fixed Effects 0802 ,1218
Random Effects - 1171 3191
tasa_de_produccion PD 4821 ,9257 o7
Quinchoncho 4120 , 7036 27
Total 4907 7162 27
Model Fixed Effects 4926 7143
Random Effects -,3141 1,5210
rendimiento PD 1,4463 3,3537 1,30
Quinchoncho 2,9504 4.9768 2,40
Total 2,6786 4,2714 1,30
Model Fixed Effects 27570 4,1930
Random Effects -6,8516 13,8016
ANOVA
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
EB Between Groups 12,608 1 12,608 ,252 623
Within Groups 699,281 14 49,949
Total 711,889 15
productividad Between Groups ,004 1 ,004 2,604 129
Within Groups ,021 14 ,002
Total ,025 15
tasa_de_produccion Between Groups 073 1 073 1,717 211
Within Groups ,598 14 ,043
Total 672 15
rendimiento Between Groups 8.405 1 8,405 4,687 ,048
Within Groups 25,105 14 1,793
Total 33,510 15
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