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INTRODUCCION

La explosion demografica que actualmente es mayor que la produccion -
de alimentos trae como consecuencia una presion ejercida sobre la provisién alimen
ticia; de acuerdo a las estadisticas de la Organizacion Mundial de la Salud, mas -
de mil millones de hombres sufren de mala nutricion (1). Meéxico es de los paises -
mas afectados con este problema, ya que investigaciones hechas por el Instituto Na
cional de la Nutricion han revelado quecerca de la mitad de la poblacion padece-
desnutricion (2) (carencia de alimentos), y otro tanto padece mal nutricion (defic ien_
cia de alimentos); porque la dieta del mexicano es insuficiente, proporciona poca -
energia al organismo, es baja en proteinas y pobre en varias de las vitaminas y mine_
rales que se necesitan consumir diariamente.

Los carbohidratos y grasas proveen la energia necesaria para el metabolis
mo corporal; pero la escases grave en el mundo se hace sentir particularmente en --
proteinas de buena calidad que siministren los aminodacidos adecuados para que el -
organismo construya sus propias proteinas. Urge asi descubrir nuevos alimentos ricos
en ellas y fomentar la produccion de los ya existentes para aliviar tal deficiencia -
porque sin un aumento y una mejoria en la dieta basica para lograr una alimentacién
balanceada, los paises subdesarrollados no pueden tener esperanzas de industrializar_

se y elevar su nive! socioeconémico.



El alimento para el futuro bien podria ser a base de microorganismos ya -
que pueden suministrar proteinas, grasas y carbohidratos en grandes cantidades y ra_
pidamente; lo cual esta siendo comprobado en varias investigaciones realizadas con
ellos.

Tratando de contribuir en algo a la solucién de este problema en México,
el presente trabajo tiene como propdsito producir en cantidades grandes por el méto-

do de cultivo sumergido y a bajo costo, el micelio de Pleurotus ostreatus, un hongo-

con un elevado contenido de proteinas de alta calidad utilizando para ello diferen-

tes medios elaborados con materiales muy baratos para que sea costeable su adicion -
como complemento en forma de polvo a alagunos alimentos basicos en la dieta mexi-

cana.
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GENERALIDADES

a) Importancia‘de los microorganismos.

El papel de los hongos en la naturaleza tiene gran importancia para el -
hombre. Los hongos patégenos son la causa de enfermedades en plantas y animales.
Las especies no patdgenas incluyen aquellas especies que destruyen materia organica
en el suelo; los que deterioran y distruyen maderas, testiles, alimentos y otros produg:_
tos; y aquellos con importancia industrial como los que intervienen en la maduracion
del queso y en la produccidn de dcidos organicos de valor comercial, preparacion de
enzimas, salsas y productos relacionados.

La malnutricion protéica es frecuente en aquellos lugares donde la racion
alimenticia esta principalmente compuesta por cereales o alimentos almidonosos y la
gente consume pocos o nada de alimentos protéicos de buena calidad como son la -
carne, el huevo y la leche. Los nifios en edad preescolar, por las altas necesidades
nutricionales que impone el crecimiento, sufren mas frecuentemente este padecimien
to, estado que puede retardar el desarrollo fisico y quiza el mental, ya que el cere-
bro alcanza el 80% de su peso final en los primeros tres afios de vida (3), y ademas -
aumenta la suceptibilidad a infecciones.

Las prote:’ﬁas son compuestos de peso molecular elevado, formadas por las

diversas uniones de 20 aminoacidos, de los cuales 8 no pueden ser sintetizados por el



hombre, por lo cual reciben el nombre de aminoacides indispensables o esenciales, -
siendo proteinas de buena calidad aquellas que los contienen en cantidad y propor -
cién ideal .

En general, los aminoacidos mds escasos en los alimentos son el triptofa-
no, la lisina y la metionina.

Una de los mejores maneras de ayudar a resolver el problema de la desnu-
tricién protéica es aumentando el valor nutricional de las proteinas de una dieta mez_
clando varios alimentos de diverso tipo, puesto que las carencias de unos se comple-
mentan con los excedentes de otros y viceversa, por ello casi siempre una mezcla tie -
ne un valor nutricional mayor que el de los componentes considerados separadamente
.

Una fuente rica de proteina son los microorganismos, haciendo notar que
se reproducen a una razon de crecimiento 500 veces mayor que las cosechas y 10, 000
veces mas que el ganado (5), siendo esta una enorme ventaja para su uso, como pue-

de observarse del siguiente cuadro.



CUADRO 1

CRECIMIENTO COMPARATIVO DE PLANTAS Y ANIMALES PARA LA OBTENCION

DEL MISMO PESO DE PROTEINA. (5)

ORGANISMO TIEMPO DE CRECIMIENTO
Levaduras y bacterias 20 o 120 minutos

Microorganismos complejos

como algas 2 a 48 Hs.
Cosechas de pastos y alfalfa 1 a 2 semanas
Pollos 2 a 4 semanas
Cerdos 4 a 6 semanas
Ganado la 2 meses

Es conocido que los hongos han sido utilizados con fines alimenticios al -
parecer desde épocas muy antiguas; su uso con este fin ha desarrollado en la actuali_
dad una verdadera industria, como ejemplos tenemos la produccion de champifiones en
medios de cultivo especiales y en instalaciones oscurecidas, y el establecimiento de

industrias de antibidticos, solventes y proteinas por métodos de cultivo sumergido.



b) Clasificacion.

La cleosificacion de los hongos esta basada en gran parte en suciclo par-
ticular de vida y en la morfologia de las estructuras reproductoras y esporas produ-
cidas.

Los hongos verdaderos son miembros de la Division del Reino Vegetal co
nocida como Thallophyta. No poseen clorofila y no estan diferenciados en hojas,
tallo yraices verdaderos. Estan ampliamente distribuidos, especialmente en el sue-
lo.

Los hongos verdaderos pueden ser divididos en 4 clases principales; Los -
Phycomycetes, que poseen micelio no septado; los Basidiomycetes, que tienen mi-
celio septado y forman esporas sexuales exogenadamente sobre las hifas y endogena-
damente en sacos; los Ascomycetes que tienen micelio septado y forman esporas se -
xuales endogenadamente en sacos; y los Hongos Imperfectos, que poseen micelio sep.

tado pero frecuentemente no producen esporas sexuales.

b.1) Pleurotus ostreatus .

Sindnimos: Agaricus brumalis; Pleurotus insignior; Pleurotus parthenopeius;

Dendrosarios juglandi; Pleurotus avellanus; Pleurotus glandulosus (7).




REINO DIVISION CLASE SUBCLASE ORDEN FAMILIA (#)

Phycomycetes

Ascomycetes Homobasidiomycetidae - Agaricales ==~ Agaricaceae
VEGETAL Eumycetes o Basidiomycetes Protobasiciomycetidae

Hongos Autobasidiomycetidae

Imperfectos

(¥
TRIBU GENERO ESPECIE

Agaricece  Pleurotus ostreatus

CUADRO No. 2. Clasificacién taxondmica de Pleurotus ostreatus, segin el Sistema de Engler - Dills

" Sylabus der Pflanzenfamilien ", Berlin ( 1936) (6).
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Se conoce como seta ostidn, nombre dado probablemente al parecido -
de su parte superior a una concha de ostion; "Oreja de Cazahuate"; "Hongo de -
Cozahuate"; "Cazahuate" (Tepotztlan Mor.); "Oreja Blanca" (Lagunas de Zempoa
la, Edo. de Méx., Huautla de Jiménez, Oax.,); "Hongo de Maguey (Calacuaya
Edo. de Méx., San Lorenzo Zacamulpa, Edo. de Mex.,); "Hongo de Encino” (Te_
huacan, Pue.). (8)

Es muy variable con respecto a su forma y coloracion.
b.2) Habitat

Estos hongos viven en troncos y codos, en maderas muertas o en las ho-
quedades de arboles vivos en los bosques, desde otofio, hasta bien entrado el invier
no. Crece en la zona templada de los hemisferios Norte y Sur. También es posi-

ble que haya algunas formas tropicales, por lo que puede considerarsele cosmopo-

lita.
b.3) Uso

Excelente hongo comestible, de sabor agradable preparado en cualquier

forma; adecuado para encurtirse .

c) Cultivo Sumergido

La produccion de miceio de hangos en cultivo sumergido para uso como-



alimento o en productos alimenticios es relativamente reciente comparada con la an.
tigua industria que produce cuerpos fractificantes de hongos o esporoforos sobre com:
postas en camas.

La idea de producir micelio de hongos en medios |iquidos en tanques con
aireacion y bafleados surgié, de los proceso de fermentacion de Penicilina y otros-
antibidticos durante la Segunda Guerra Mundial. De esta manera, un hongo comes.
tible podria ser producido en cualquier parte durante todo el afo, usando como sus-
trato materiales de bajo costo como son los desperdicios de las industrias: azucarera,
lechera y citirca. Ademds, el producto seco puede ser constante y adecuado para-

usarse en alimentos formulados y deshidratados, tales como sopas y salsas instantaneas

©9).

c.1) Técnicas de Obtencion de Cultivo Sumergido.

Los métodos de cultivo sumergido para crecimiento de micelio usan reci -
pientes con aireacién y agitacion para obtener condiciones mas uniformes que en un
cultivo estatico, y consecuentemente rendimientos mas altos de micelio.

Los métodos para cultivo sumergido en escala de laboratorio mas comun -

mente empleados caen en dos grupos: sin agitacion mécanica y con agitacion meca-

nica (10).

c.1.1.) Sin Agitacion Mecanica.

Este método se basa en pasar corrientes vigorosas de aire a traves del cul -
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tivo liquido, para prevenir la formacion de una pelicula superficial y mantener las

particulas de crecimiento en movimiento constante dentro del medio de cultivo.

c.1.2.) Con Agitacién Mecanica.

Son métodos que requieren equipo mas complicado y caro;  Existen dos

tipos de agitacion mecanica: por propulsores y por maquinas agitadoras.

c.1.2.1.) Por Propulsores

Este tipo de agitacién en medios de cultivo a escala de laboratorio es el -
mas incomodo y dificil de operar, ya que utiliza un motor de alta velocidad que gi-
ra el propulsor ocasionando una agitacién mas o menos violenta, lo cual teoricamen
te es la mejor manera de asegurar una aireacion eficiente. La dificultad mayor de
este tipo de ogitador a escala de laboratorio es el lograr una conexién entre el pro-
pulsor y el recipiente de fermentacion sin alterar la esterilidad del medio de culti-
vo durante el periodo de crecimiento. La ventaja principal es que previene la acu-
mulacion de grandes masas de micelio manteniéndolo en pequefias particulas distri-

buidas homogeneamente en el medio de cultivo.

c.1.2.2.) Por maquinas agitadoras.

A escala de laboratorio, estos métodos de agitacion son los mas versatiles

y simples de operar. Su ventaja mayor, que ningln otro método posee, es que provee
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un ambiente fisico y uniforme reproducible para mayor nimero de experimentos y -
estandariza el complejo aireacidén-agitacion que es fundamental en las actividades
metabdlicas del cultivo.

En general, se usan dos tipos de maquinas agitadoras: el tipo rotatorio y

el tipo reciproco.

c.1.2.2.1) Agitadores de Tipo Rotatorio.

Tienen una base que contiene los matraces sujetos individualmente con -
resortes o de alguna otra forma y que describe una érbita circular en plano horizon=-
tal preferiblemente de radio variable (1 -5 cm. ) y una velocidad de 100 a 400 --
r.p.m. regulada por un motor colocado abajo de ella. La aireacidn se |leva a cabo
porque el oxigeno de la atmésfera atraviesa el tapén de algodon y se disuelve en -

la fina capa del medio liquido provocada por la fuerza centrifuga.

c.1.2.2.2.) Agitadores de Tipo Reciproco.

Tienen una base que mueve los matraces linealmente en forma horizontal
con una velocidad de 60 a 120 golpes por minuto. Este tipo de agitador es mas sim

ple mecanicamente y mas barato (12).

c.2.) Factores Importantes para una Fermentacion Industrial .

La produccion de micelio de hongos es similar a otras fermentaciones co-
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merciales en las que la seleccion y mantenimiento de cepas adecuadas del organis-
mo son factores clave en la obtencién de un producto de calidad uniforme .
Aunque hay muy poca informacién en la literatura a este respecto, los -

factores mds importantes en una fermentacidn son los siguientes:

c.2.1.) Un microorganismo seleccionado, eficiente, con el que se lleve a cabo la

fermentacion.

c.2.2.) Un medio de cultivo de composicion quimica satisfactoria.

c.2.3.) Condiciones fisicas en el fermentador para propiciar el crecimiento y acu-
mulacién del producto.
c.2.4.) Un método para la recuperacion del producto en liquido de fermentacion -

al final del ciclo de fermentacion.

c.2.5.) Una metodologia adecuada para analizar el producto final deseado.

c.3) Factores que afectan el Cultivo Sumergido y Materias Primas.

c.3.1.) Fuentes energéticas.

Distintos tipos de carbohidratos no solo contribuyen con atomos de Carbo
no, sino sirven como la mejor fuente de energia en la fermentacion.
Es de notarse, que un buen nimero de materiales de desecho pueden uti-

lizarse con este fin, por ejemplo, jugo de tallos de esparrago, suero de queso, des-
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perdicios del enlatado del maiz y calabaza, desperdicios de citricos, licor sulfitico,
vinasa, etc.

La concentracion de sustrato para crecimientomicelial varia ampliamen-
te despendiendo del organismo y de la pureza de la fuente de carbohidrato. Enal-
gunos casos, solo una fraccion del carbohidrato total presente en el sustrato puede -
ser utilizado por el micelio. En general, las concentraciones de carbohidrato puri_
ficado estan en el rango de 2 a 10 % y es generalmente el componente del medio --

mas utilizable.
c.3.1.1.) Melaza

Es la fuente de carbohidratos mas barata; es un sobproducto de las indus-
trias azucareras del maiz, remolacha y cafa. Las melazas son las " aguas madres "
de las cuales se ha removido por cristalizacién la mayor parte del azicar. Su com-

s, e - 5 na— — o ;
posicion varia no solamente de ingenio a ingenio sino de afio a afio. Si la produc -
cion de células es el Gnico factor a considerar, esta variabilidad no es muy importan
te, pero si este material se requiere por ejemplo, para la produccion de acido citri-
co, la variabilidad es muy importante y afecta el rendimiento (12). En el cuadro -

nimero 3 se reporta un andlisis quimico de las melzas.

c.3.2.) Fuente de Nitrogeno.

El hongo debe tener también dtomos de nitrogeno para crecer. En algunas
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fermentaciones, se suministra adicionandolo al medio como sal inorganica, por ejem
plo, un compuesto simple y muy barato del cual el microorganismo puede extraer -
facilmente el nitrogeno es el sulfato de amonio. Normalmente se usan concentra-
ciones de menos de 0.5% a 1%, porque niveles mas altos son extremadamente toxi -
cos a muchos de los microorganismos fermentadores. En general, fuentes de nitroge_
no satisfactorias son sales de amonio, nitratos, proteinas, peptonas, aminoacidos, -

urea y licor de cocimiento de maiz.
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CUADRO No. 3

ANALISIS DE MELAZAS (como %) (12)

Remolacha Cafia
Solidos Totales 78 -85 78 - 85
Azicar Total 48 - 58 50 - 58
(como invertido)
N 0.2-2.8 0.08 -0.5
P205 0.02 -0.01 0.009 - 0.07
Ca0 0.15-0.7 0.15-0.8
Mg0 0.01 -0.1 0.25-0.8
K,0 2.2-2.45 0.8-2.2
5i0y 0.1 -0.5 0.05-0.3
A1203 0.005 - 0.06 0.01 -0.04
Fe203 0.001 -0.02 0.001 -0.01
C 28 - 34 28 - 33
Cenizas Totales 4 -8 Jud =75

Cafa Refinada
78 - 85

70 - 86

0.05 -0.25
0.03 -0.22
0.15-0.35
0.12 -0.25
0.2 -0.7
0.07 -0.25
0.002 - 0.01
0.001 -0.005
28 - 36

1.8-3.6
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c.3.2.1) Licor de Cocimiento de Maiz.

Es probablemente la fuente de nitrégeno mas universalmente usada, es un
subproudcto de la obtencidn de glucosa y almidén a partir del maiz que al se: trata-
do con solucion diluida de 502 extrae del grano materiales nitrogenados, minera -
les y vitaminas; este liquido se concentra por evaporacion a 50 - 55% de s6lidos to_
tales (11). En el cuadro nimero 4 se reporta el andlisis quimico del Licor de Coci-

miento de Maiz.
c.3.2.2.) Alfalfa.

>
La alfalfa es un forraje muy apreciado por su alto rendimiento por hecta-
rea, por su facil adaptacion a muchos climas y suelos, por su alto contenido de pro
teina, carotenos, minerales, y especialmente porque puede ser cortada repetidamen

te, lo que da un suministro seguro durante un periodo bastante largo del afio (13).
c.3.2.3) Cola

Es un producto nitrogenado amorfo obtenido de residuos animales. Es --
producida por una sustancia llamada colagena que por una larga coccion con agua-
dan soluciones de cola, es decir, todas las porciones membranosas del cuerpo animal
y la oseina que es la sustancia organica de los huesos que queda después de tratar a
estos con acidos diluidos, en particular al HC1.

Los componentes de la cola de carpintero comin y corriente son la gluti-
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na (gelatina libre de todas las mezclas) y la condrina (de cartilagos), asi como --
sus productos de descomposicion. Aunque su estructura es desconocida se cree que
contenga grupos de unidades polipeptidicas (14). Esta es una forma organica com
pleja de nitrogeno, subproducto de otra industria, cuesta considerablemente mas-
que las sales que contienen nitrogeno; pero tiene la ventaja de suministrar al mi-
croorganismo con varios paquetes preconstruidos conteniendo nitrogeno, tales como
aminodcidos y acidos nucleicos, junto con vitaminas y otros estimulantes del creci-

miento.

c.3.3) Minerales y Elementos Traza

| Humfeld (15) establece que los elementos P, K, S, Mg, Ca, Fe, Mn, -
Zn, Cu y Co son importantes para el crecimiento de ciertos hongos; ademas compro_
bo que la concentracién de sales inorgdnicas en el medio debe ser |imitada a ni_
veles requeridos para el crecimiento y para prevenir el desarrollo de un sabor amar-

go en el micelio de Agaricus campestris. Sin embargo, la concentracion de consti

tuyentes inorganicos especificos en el medio de crecimiento puede variar considera
blemente cuando se incorporan al medio materiales orgdnicos complejos de compo-

sicion variable, tales como melazas o licor de cocimiento de maiz.



CUADRO No. 4
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COMPOSICION DEL LICOR DE COCIMIENTO DE MAIZ (como % p/v) (12)

CONSTITUYENTE MUESTRA A MUESTRA B
Solidos Totales 52 50.7
Nitrogeno Total 4.3 3.7
Acidez como dcido lactico 15 17.4
Azdicares Reductores |ibres 5.6 -=
Az{cares Reductores Totales 6.8 £0.2
(después de hidrdlisis)

Diéxido de Azufre -- 0.067
Cenizas 749 --
Gravedad especifica 1.25 1.22
pH 4.0 3.9
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CUADRO No. 5

AMINOACIDOS PRESENTES EN EL LICOR DE COCIMIENTO DE MAIZ .

(Rhodes y Fletcher , 1966). (12)

AMINOACIDO % DE NITROGENO
Alanina 425
Arginina 8
Acido Glutamico 8
Leucina 6
Prolina 5
Isoleucina 3.5
Treonina 3.5
Valina 3.5
Fenilalanina 2
Metionina 1

Cistina . 1
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c.3.4.) Temperatura.

Aunque algunos hongos crecen en un rango amplio de temperatura, de --

o ; : »
22 a 327 C, es de gran importancia encontrar la temperatura mas adecuada para ca-
da uno, ya que de ello depende |a obtencion de velocidades mayores de crecimien-

to y por lo tanto mejores rendimientos.

c.3.5.) pH

El rango de pH mas favorable para la mayoria de los hongos esta entre 5 y
7; el uso de un pH ligeramente acido es aconsejado para inhibir la contaminacion -
bacteriana (15).

En general, cuando se usan sales de amonio como fuente de nitrogeno, el
pH disminuye durante el crecimiento micelial como resultado de la asimilaciéon del -
i6n amonio y los efectos consecuentes de aniones dcidos libres del medio tales como
cloruros, sulfatos o fosfctog, y porque la mayoria de los microorganismos producen -

cantidades considerables de dcidos orgénicos de los azicares del medio. Si estos -
acidos no son neutralizados, el medio se vuelve tan acido que detiene el crecimien
to de los microorganismos antes de alcanzar el rendimiento maximo. El limite infe-
rior de estos valores de pH depende de la accién amortiguadora de los constituyen-
tes del medio y del micelio ( autélisis ); por lo cual el carbonato de calcio tiene un

doble papel, por un lado contribuyendo con iones calcio y por ofro al regular cam-

bios en la acidez.
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c.3.6) Aireacion y Agitacion.

Desgraciadamente, solo unos cuantos reportes especifican las condicio -
nes de aireacidn y agitacién empleadas en el cultivo de micelio de hongos, ya que
es dificil reproducir el resultado de otros experimentos o elevar la escala de los da-
tos de laboratorio a operaciones de planta - piloto y operaciones a escala comercial,
cuando las proporciones de aireacion se dan en términos cualitativos tales como suave
o intenso, o aldn en términos de volUmenes de aire por volimen de medio por unidad
de tiempo.

Idealmente, se deberia especificar la geometria del recipiente y las pro -

porciones de aireacion expresadas como mM O, por litro por hora (16).



MATERIALES Y METODOS




DIAGRAMA No. 1
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DIAGRAMA GENERAL DEL DESARROLLO DEL TEMA

Pleurotus ostreatus

| 1
I tigacis Parte
nvestigacion .
Bihlingrafica Experimental
i ]

Seleccion preliminar de los diferentes medios ( por
rendimiento e inconvenientes econdmico - funcio-
nales )

Determinacidn de nitrégeno de

las materias primas de los me— ||

dios de cultivo.
Produccién de micelio por comparacién de los
medios seleccionados.
( por rendimiento y consumo de azicar )

METODO
DE
TRABAJO
I MICELIO]
Nitrégeno Total Analisis de
(N x6.25= Proteina ) Aminodcidos
Comparacion con diferentes proteinas y

con la proteina ideal de la F.A.O.
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Material Biologico : Cepa de Pleurotus ostreatus

Equipo :

Cristaleria en general
Matraces Erlenmeyer de 300 ml. bafleados segin Solomons ( 12)
Equipo para Microkjeldahl
Autoclave Marsh Instrument Co. (160° C -1.5Kg. /cm2)
Balanza Analitica Mettler
Potencidometro Beckmann con electrodo de vidrio
Agitador Rotatorio Leland Motor de 24 matraces
Cutler - Hommer de 40 matraces
Bomba de vacio H. O. Velman
Prensa Hidraulica
Estufa Robertshaw (O° - 300° C )
Bafio Maria. Precission Scientific Co. (115 volis = 2000 watts)
Centrifuga Wifug (O -9000 r.p.m.)
Microscopio Emest Leitz Welzlar
Licuadora Osterizer
Separador Westfalia 12,000 r.p.m.

Autoanalizador de Aminodcidos: Beckmann Mod. 116. Automdtico
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MEDIOS DE CULTIVO

I.- MEDIO DE CONSERVACION

pH 5.6

Esterilizar a 121° C durante 15 min.

MEDIO DE PRO PAGACION

pH=5.6

Esterilizar a 121° C durante 15 min.

............

------------

............

.............

-------------

.............

2%

2%

2%
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MEDIOS DE FERMENTACION

Los siguientes medios de fermentacion se preparan con melaza limpia (L)
dando un rango de 1.4 - 1.8 g% de sacarosa determinados como azicares reducto-
res y 1500 mg de Nitrégeno por litro (17).

(L) La melaza normal se diluyé con agua destilada hasta una densidad de
't 70°Brix, se coloco en un recipiente adecuado para ser autoclaveada durante 15 -
minutos a 121° C con el fin de precipitar impurezas; una vez fria se colocé en el se_

parador de donde se recolectd un liquido que se ajusté a 60° Brix.

Ill.- MEDIO DE COLA

Licor de Cocimientoida Maiz: . o s s o 56 w605 w6 o ws 56 s smmis s s o e s 1%
Carbonatoide CalCiG: . vy awniuda ims it S e SR A e 0.5%
N i S e e e L T E AT T T 4.1 ml.
Cola (GecaiZ Hs. 0 P02 ) ks liisis s ool ot e o) ears &Sl it sl S5 45 1.0%
Agua de Mar 1 2 3ic . BuPs e owcios siv s v msin s s sie wimme wis wie v 08 100 ml.

pH = 5.6
Esterilizar a 121° C durante 15 min.

La cola se disuelve previamente en un poco del agua de mar 1 : 3 en bafio -

maria.
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IV.- MEDIO DE SULFATO DE AMONIO

Licor de cocimientode Ma@iz..covcvvvinivnnnnnns
Carbonato de Calios v sswsasnsiwsm s o s sm v va v
Melaz i (L) mmr rorms mermmrs oo mv s wmeram na sy oumes
Sulfato de Amonio: < cses o5 s s sc v menins s e

(Seco a 200° C por 3 Hs)

AgtiaideMar 8 e bt plar smmnpnrvs S s

pH :5.6

Esterilizar a 121° C por 15 min.

MEDIO DE ALFALFA  (de forraje)

Licor de Cocimiento de MAiZ.veveereirnennnnnnn.
Corbondto de Calclion s v vews s sissssmens s caiis

Melaza (L) ... ieeiiiiiieeeinnnenrnneeeeeennnnns

Alfalfa (Seca a 70 - 80° C por 2 hs.
62.2'% de humedad) e v vn e s v s s

Agua de Marl 4.3 c:bipi wwss simesmimsnsnsuines

PH =5.6

Esterilizar a 121° C durante 15 min.

La alfalfa se seca y se pulveriza en mortero.

...........

...........

-----------

...........

-----------

...........

1%
0.5%
4.1 ml.

0.7078%

100 ml.

1%
0.5%

4.1 ml.

4 %

100 ml.



Vi.-

vil.-
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MEDIO DE ARROZ

Licor de Cocimiento de MaiZ: . s.onivosvminomussn s sesw e
Carbonatoide €alCi0. o e s suevansmsmemsninsneseiboe v b
MRSIGZE L) s svs.5i0 50008 wrs smwmmense i 6 Sioain oy s ae srovion wis e S
Arroz quebrado (Secoa 70 =80°C 2 hs.)..euuueennn....

Agtade Mar 1 23 6abips. vonssins imnivecnssasusimsies

pH =5.6

Esterilizar a 121° C durante 15 min.

(*) Sin tomar en cuenta su contenido de nitrogeno.

Se pulveriza antes de secarse.

MEDIO DE LICOR DE COCIMIENTO DE MAIZ

Licor de Cocimiento de Maiz

Carbonato de Calcio

Ml oZ e ((L)15 vz ere wemransiss s s1s, sa st 6115 ¥ win sivin w7 obs s i sonmEesisis e

Aguaide Mar 1 33 cibips asesssmsssiviginizomenen ans

pH = 5.6

Esfel;ilizor a 121° C durante 15 min.

Tiempo de incubacion maximo : 5 dias (Medios del 11l al VII)

..........................

..................................

1%

0.5%
4.1 ml.
3% ()

100 mi.

3.4%
0.5%
4.1 ml.

100 ml.
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Los siguientes Medios de Fermentacion se preparan con melaza normal --
pura (P), que da un rango de 4.5 - 6.0 g% de sacarosa ( 19 ) determinados como azy_

cares reductores y aproximadamente 1500 mg de Nitrégeno por litro (17).

Vil .- MEDIO DE COLA 1%

Licor de Cocimiento'de MaiZ i s swesnswssscnssssasssns 1%
Carbonato de. Calcio cuicwveitesins s e eSS el soa e 0.5%
Melaza () « .. 56 suvremns wnmumms ssmes v s e siomm 5 55 w066 015 50 10 %
Agua derMEr] 5 808 bl Pl sl era i Siass sis i T R 100 ml.
COIG wx w5 55 51650 %6 570050 58 5008 8 000 5 08 008 BT 08 S RS GG 1%

pH =5.6

Esterilizar a 121° C durante 15 min.

La cola se disuelve en parte del agua de mar 1 : 3 en bafio maria.

IX.- MEDIO DECOLA 2.5 %

Licor de cocimientode MaiZ...cvvvievvinnnnnennnnnnnnnn 1%
Corbonatoide Calcion s s s vs sasas s swsn 56 vw wons pasasa s 0.5%
Melazari(P)i: srsiiemis s e e T i T el o e el i tmnal 10 %
Cola (Secaa 90% C por 2 hs« ) ciswe s wa s o v s e o ath o g6 5 2.5%

Aguaide Mar L 2 81eibiPs 5w a0 ss s siomish o6 sia omssts s 100 mi.
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pH = 5.6
Esterilizar a 121° C durante 15 min.

La cola se disuelve en parte del agua de mar 1 : 3 en bafio maria.

X.- MEDIO DE ALIMENTO PARA GANADO

Licor de Cocimiento de Maiz. . s «u s s o 5 946 wn a0 aie w0 416 &0 1%
Carbonato 06 Calelo . c.oisvic vis sisre s vis 5o 5wl svisie sa ran i s 0.5%
MEIGZA (P) ©5 s simsis vie s vs w5 s 316505 015 56 5ub 518 858 67m 516 008 rs mie 3im 10%
Alimento para Ganmdo: & i < e s wis vixisiies s s sls s wis s g @ 2%

(Seco a 90° C por 2 hs.)

Aguaide Mar 12 3icabapi v ssem e wssisninssnsvs s pefisns o mes 100 ml .

pH = 5.6

Esterilizar a 121° C durante 15 min.

XI.- MEDIO DE ALFALFA FRESCA

Licor de Cocimiento de MalzZ .« « suci e o7 56 s w0 sin st sia a6 510 506 1 %
Carbonato de CalCio i = .ia ot 57 55 576 st T 0 T TS 0.5 %
Melaza (P) s vis s uis s maim s o o als sl 86608 s 5 S Do B a8 B was s 10 %
Alfalfa Fresca i s s e s s e T e R S T S 8 %
Aguade Mar 12 3 €.bips « smen s swscssssmsmsssnsssnsmsns 100 ml.

pH = 5.6
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Esterilizar a 121° C durante 15 min.
La alfalfa fresca se corta en pequefios trozos y se licla con un volumen pe -
queiio de agua de mar 1 : 3.

Tiempo de incubacion 10 a 30 dias.

XIl.- MEDIO DE JUGO DE ALFALFA 5 %

Licor de cocimiento de MaiZ..ccs o s ssosisssesinisssissssas 1%
Carbonato de Cal i . « s« s o5 o siw e ws o 5w v s mis sow wiease oo s 0.5%
NABL T OHIP) cion 1o st/ et = slors o) sraieratqueiiay siei E obw/tol nslielaresel SEnE IS e te RensEimis o2 10%
Jugo de AlFGITa:: «isis.m s sisiom srwsis 15 0as 596676815 808 W-408 36575 8 80s 5ml.
Agua da Mar 1353 Ebafs 50 500506 mueisitiions ncian e bosio s oo suscizs a0 81 100 ml.
pH =5.6

Esterilizar a 121° C durante 15 min.

El jugo se obtiene exprimiendo la alfalfa fresca en una prensa hidraulica.

XIli.- MEDIO DE JUGO DE ALFALFA 20 %

Licor de Cocimientoide MOiZ .« s ws s s imswsevsss v o oo oin sle 1%
Carbonato de Calcio vuveeveeenii i iiiiiininiiinnerennannnn 0.5%
Melaza (P)) viu s siscrsmie smmaisissime s s 515 om0 s 00 505 566 G55 R00 50 o 10 %
Jugo.de AlfQIfa o.cccneeemesoonem s onersssnowsmenam s oo 20 ml.

Aguade Mar T2 3 cubips cesuesssssinsissossismavisissoss 100 ml.



XIV.-

XV.-
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pH =5.6
Esterilizar a 121° C durante 15 min.
El jugo se obtiene exprimiendo la alfalfa fresca en una prensa hidraulica.

Tiempo de incubacién hasta 10 dias ( Medios del Vil al XIII')

MEDIO DE ALFALFA FRESCA - COLA

Licor de Cocimiento:de MaiZ.. cc civ v e o i s o6 5 w06 & o0 6180 00d i 1%
Carbonato de Calcio: « s s ss waie sis s mim o wis wis 1o w0 & ey 0.5%
L B ) T 10 %
Alfalfo Fresea s osw s s smesis saims s s o 0is s wid ais aie s wie sie siw 518 50 4%
O] 017 e G T 0 e e B e e T T D B o B e 0 28 ST e 0.5 %
Agva de Mar:1 2.3 € .bipi wvamne s s ens swmessions sovs susss 100 ml
pH =5.6

Esterilizar a 1212 C durante 15 min.
La cola se disuelve en parte del agua de mar 1 : 3 en bafio maria, y la al -
falfa fresca se corta en trozos pequefios y se muele en licuadora con una pe-

quefia cantidad de agua de mar 1 : 3.

MEDIO DE JUGO DE ALFALFA - COLA

Licor de cocimientode MaiZ. .. oveeeeienereennnnnnnanennn 1%

Carbonato da Calelo s v i siim 5557 55 ws 68 506 506 510 616 e5 ors o 6 0.5%
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MElEZA (B <o vimuimnn wmwivsia sisiomiess s w0 S sl o 5 10 %
Jugoide: Altalfol cossvae s nvnrs s avesmus twres e Tas s 10 ml.
C Ol s« o5 imm 5 o e s et il o oo S W o o e s 0.5%
Aguaide Mar 153 6.5 o vis wialafe sisetoaisuess e 4 5 100 ml.
pH 5.6

Esterilizar a 121° C durante 15 min.
El jugo se obtiene exprim endo la alfalfa fresca en una prensa hidraulica.
La cola se disuelve en parte del agua de mar 1 : 3 en bafio maria.

Tiempo de incubacién hasta 30 dias ( Medios X1, XIV y XV ).

XVI.- MEDIO DE BAGAZO DE CANA

Licor de cocimiento de maiZ ... o o s sie s s sin'sis wia sis wis: » 1%
Carbonato de Caleio = vswos svuiniuss saions wsmsmeie e o 0.5%
Melaza (P): o vimson o el iy St s 5 mstias ot mge seslans 10 %
Bogazo de Cola < swsmsiesn soss sesissnmes e srseisshom 1%
Aguicide: Mot 1 58 6 /bupie. it svmssinisiemamaie g -sns e 100 ml.
pH =5.6

Esterilizar a 121° C durante 15 min.

El bagazo de cafia se micropulverizé.



XVII. -

XVIII. -

XIX. -
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MEDIO DE ASERRIN

Licor de Cocimiento de MAiz . s« uis sie s s s sicanonmansss 1%
Coarbonata de Calelo « o s sm i s 50 w0 i wissis s msmimnisie wiwes e 0.5%
MABIGZE (P) xes0us o0 ore 210 migrmiisriniee eimie ons e 526,808 818 658 i ione w10 10 %
ASBIENN c s i 50w 0,58 5400 w16 615 18 B34 500 416 B 00§ s 00w 161 0wk s dle o 1%
AGUE 8 MAT 1113 3 E JBaPie o v oon oo s ais s wre s 3i 28 10 378 mimione 1 100 ml.
pH =5.6

Esterilizar a 121° C durante 15 min.

MEDIO DE CONEJAZA

Licor de Cocimierito de MeiZ « v simsis 1w os 500 s o sis o7 58 5 1%
Carbonato de Calcio vvvevviiiinieineirenineecencaas 0.5%
Melaza (P) < cieiore e vicmvimersies e atalisisismie Sl atirsssistain siemsios 10%
(EOTIB JEE ! 1o 5 25 S0kt Buh3rarin s i slwrerasialn uh gseratgora ove e (o AT 1%
Agua de: Mar T 3 3ici.b.pic « s s wosis sns swsmes swers sisime s s 100 ml.
pH = 5.6

Esterilizar a 121° C y durante 15 minutos.

MEDIO DE PAPEL PERIODICO

Licor de cocimiento de maiz

........................... 1%



XX.-
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Carbonato de /Caleio) v v sie s mm e o 536 58 500 314908 5o W aF 800086 0.5%
MElZa MP) « 55505 mams s wm s s s 375 S0 o s i R 58 W 556, 8 BI85 S0 349 % 10 %
Pope] Periodico s s siisi v e s viv sin sie s s7s 9t st s she sy mraer s i 0.5%
Aguia de Mar1 53 Cobiph o sm s s s vs w6 o we w50 55 92 5a B3 1 100 ml .
pH =5.6

Esterilizar a 121° C durante 15 min.

el papel periddico se micropul verizé.

MEDIO DE ALMIDON

Licor de Cocimiento de MaiZ 4 :ussswsnsscssnsnisissnsmimiss 1%
Carbonato de Calcio cvvvvvnnnnen.. T R TSR T T8, S e et 0.5%
Meloza i(P) o u v vwaoe 3w 5w ww wos i w51 9o 508 10 508 40 915 805 6060003 8 40606 10 %
Al MIdONE 7 oo i T s Jh e o T e S T T 1%
Agua de Mar 1.5.86.bups, wswanmwsnan s smne s o5 wa s ok oo 65 100 ml.
pH =5.6

Esterilizar a 121° C durante 15 min.

Tiempo de incubacion hasta 10 dias ( Medios del XVI - XX ).
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METODOS ANALITICOS

DETERMINACION DE NITROGEN O TOTAL

Se hizo por el método de Microkijeldahl (18) (Proteina = N x 6.25).

Se hacen las siguientes observaciones al método:

1.- Pulverizar la muestra

2.~ Ponerla a peso constante antes de pesarla

w
]

Hacer lentamente la digestion.

4.- Lavar el aparato de destilacion después de cada determinacion.

DETERMINACION DE AZUCARES REDUCTORES TOTALES.

La determinacion de azdcares reductores totales, previa hidrolisis con -
HC1 concentrado (19) se llevd a cabo por el método de Underkoffler (20), que por
muchas investigaciones su reactivo y procedimiento se han encontrado enteramente
satisfactorios para el andlisis de rutina de azlcares reductores en medios de fermen-
tacion.

Es una modificacion del método de Shaffer - Somogy (21) para determi-

nar un maximo de 11 mg de azicar en 5 ml . de solucion.
REACTIVOS

1.~ Una solucién conteniendo 12.5 % de Kl y 25 % de K2C204 . H,O0
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2.- Una solucion de H2504 7.5N
3.~ Solucion estandar de N025203 0.05N

4.- Solucién indicadora de almidén al 1 % en solucion saturada de NaCl .

w
1

Reactivo U/G (Underkoffler - Guymon)

REACTIVO U -G

Componentes Peso en g/litro

L 5 D ST S R S 37.5
CUSO4 5 HZO

............... 125.0
NOKC4H406 (Sal de Rochella) 5
Na CO (anhidro) .. veererieeniennneenennnns 53.0
2 3

Kilicis o5 w0 om0 w0 5o m oo sis s ae Wi 916 B0 8@ AL S8 2w W 1.0
N02504 (anhidro) e e v eee e iiiiieciieeiannn 50.0
KIO3 (exactamente)s < s sswemsess ssum inawaios 3.56665

NaOH Solucién saturada para ajustar en el potenciometro el

pH a 9.48

PROCEDIMIENTO.

Se toman con pipeta volumétrica 5 ml. de reactivo U - G y se colocan -
en tuvos de ensaye de 25 x 10 mm.; se colocan 5 ml. de la solucidn problema den -
tro del tuvo mezclando con agitacién. Se tapa el tubo con un tapén de hule provis
to con un pequefio tubo capilar. En este caso, se modificé la técnica, usandose fras

cos de vidrio de 250 ml. de capacidad con un tapdn de rosca de bakelita, el cual -
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se inserta girandolo ligeramente; utilizando 1 ml. de solucion problema neutraliza-
da y 4 ml. de agua destilada.

Los frascos se colocan en un bafio de agua a ebullicion por 30 min. Se -
enfrian por inmersion en agua gria a 4 30° C. Se adicionan 2 ml. de la solucion -
de Kl - K2CyO4 y se mezcla por agitacion. Cuidadosamente se adicionan 2 ml. de
H2504 7.5 N resbalando lentamente por las paredes para evitar el desprendimien-
to de CO2 que significaria pérdida de yodo. Segin Underkoffler, el mejor método -
para ello es inclinar el tubo de manera que el liquido forme una superficie lo mas-
grande posible y entonces permitir que el acido resbale por las paredes y mezclar -
ligeramente en esa posicidn hasta una evolucion violenta de CO9, siendo esta una
de las razones por las cuales se usaron los frascos mencionados. Se deja el tiempo -
necesario para permitir la disolucion total de éxido cuproso y la clarificacion de la
solucion. Finalmente, el exceso de yodo es iitulado con la solucion de - —- - - -
Nap5,03 0.05 N usando el indicador de almidén cerca del punto final. Por ser —-
inestables las soluciones de Nap5203 mencres de 0.01 N (22), esta solucién se va
lora diariamente.

Para obtener una equivalencia directa de los ml. de Na259O3 gastados -
en la muestra problema a mg por ml de azicares reductores del problema es necesa-
ria la construccion de una curva estandar, para lo cual es necesario determinar un
blanco que se corre de la misma manera utilizando 1 ml. de agua como problema. -
Esta curva fue preparada utilizando sacarosa hidrolizada y neutralizada.

Para obtener una curva de pendiente positiva, los ml. de NapS;03 gas-

tados en el problema son restados a los ml. de Na2S703 gastados en el blanco.



DIAGRAMA GENERAL DEL METODO DE TRABAJO

A Medio de Conservacién sbélido en tubos.

8-1

dias

B Medio de Propagacidn en matraces lisos

7

Inéculo

D

dias

(10% )

Primer pie de Cuba en matraces bafleados

3

Inéculo

dias

(10% )

E Fermentacion Final en matraces bafleados

5=

El contenido de cadd

30 dias

i matraz se remueve cada 24 hs.

Centrifugar
Sobrenadante Decantar Sedimento 4 HCI
Hidrolizar Centrifugar
Enfriar Sedimento 4+ HZO

Neutralizar

Aforar

F  Azlcares
reductores

2 veces |
( lavado ) Centrifugar
Secoi Micelio
G

Pesar
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METODOS DE TRABAJO

A.- Conservacion de la.cepa.

Con el fin de mantener el cultivo vivo, puro y en crecimiento tipico y -
reconocible (23 ); se prepara el medio |, se distribuye en tubos de ensaye de 15 x -
150 mm. inclindndose después de su esterilizacion; una vez sélidos y probada su es-
terilidad incubéndose en estufa a 28° C por 24 hs. minimo, se inoculan con una asa-
da de la cepa, se incuban a 28° C durante 8 - 10 dias. Haciéndose una resiembra-

mensual .

B.- Preparacion del inéculo

Se prepara el medio Il y se coloca en matraces Erlenmeyer bafleados en -
o

cantidades de 50 ml., se controla su esterilidad incubandose en estufa a 28 C por -
24 hs. Minimo. Los matraces se inoculan con varias asadas obtenidas de los tubos -
anteriores y se incuban en agitacion durante 7 dias. Esta forma de inoculacion es -
factible en este caso porque es a nivel de matraz; ya que es dificil obtener grandes-
cantidades de indculo para fermentaciones industriales con hongos filamentosos, de-
bido a que el estado vegetativo de estos hongos consiste de micelio cuyas hifas estan
entrelazadas formando una masa de tejido compacto. Por lo cual generalmente se uti_
liza como indculo de estas fermentaciones una suspension de esporas, ya que frecuen

temente son unicelulares y pueden ser dispersadas a traves de grandes cantidades de-
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medio de fermentacién ocasionando esto muchos focos de indculo (24).

C.- Preparacion del medio de fermentacidn (Medio Il al XX).

Segin Humfeld (25) el micelio seco se obtiene con mayor contenido de -
nitrogeno cuando el medio de crecimiento le provee mayor cantidad del mismo, por
lo cual se vi6 la necesidad de determinar el contenido de nitrogeno por el Método-
de Microkjeldahl en: cola, dlfalfa, arroz y alimento para ganado; de las otras sus-
tancias usadas como fuente de nitrogeno, se conocia su valor; comprobando esos re-
sultados con la determinacién de harina de soya y gérmen de trigo de valores conoci_
dos por el mismo método.

Se prepara suficiente cantidad del medio en estudio para distribuirse 50 -
ml . en cada matraz de los necesarios para destinar 3 de ellos como Pie de Cuba que
serviran de indculo para los matraces restantes que estan destinados para la fermen-
tacion final . La esterilidad de todos ellos fué previamente controlada en estufa a -

28° C por 24 hs. minimo.
D.- Inoculacion.

El uso de esporas como indculo es un método insuficiente si se desea una
fermentacion rapida (porque las esporas deben crecer y germinar). Una técnica de-
inoculacion mucho mejor es empleando una suspension de trozos de micelio vegetati

vo que ha sido fragmentado bajo condiciones estériles (24) . El indculo asi prepara-
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- do consiste de medio vegetativo activo que puede empezar a crecer y fermentar tan
pronto como se introduce en el fermentador.
Para este efecto se homogeneiza el cultivo en licuadora en condiciones -
de esterilidad durante 10 segundos. De este homogeneizado se toman con una pipe -
ta invertida 5 ml. de inéculo (10%) que se descarga en la pared del matraz con el-

medio de fermentacion.

E.- Fermentacion Final .

Para tener mayor confiabilidad en los resultados y previniendo el riesgo-
a una contaminacidn, se inoculan los matraces por duplicado de la manera anterior-
mente descrita, se colocan en la maquina agitadora y se incuban a una temperatura-
de 28° C. Inmediatamente se retiran 2 de los matraces inoculados que serviran como
testigos y 2 cada 24 hs. El contenido de cada matraz se centrifuga a 4,000 r.p.m. -
durante 20 min., se decanta y se determinan azlcares reductores totales en el sobreno_
dante. El sedimento, constituido por micelio y esporas es conservado para la deter -

minacion de la biomasa.

F.- Determinacion de Azicares Reductores Totales

F.1) Hidrolisis
Para esta determinacion es necesaria una hidrélisis previa con HC1 (19) -

(26) para lo cual el sobrenadante se coloca en un matréz Erlenmeyer de -
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125 ml. adicionandosele 1 ml. de HC1 concentrado y se calienta a 70°C
durante 10 min.

F2) Inmediatamente se enfria en agua.

F.3) Se filtra, ya que este proceso provoca turbiedad en el liquido y una cla
rificacion es recomendada para mayor precision (20).

F.4) Neutralizar el papel tornasol con solucién de sosa.

iF.5) Aforar una alicuota de este liquidoaun volumen cuya concentracion --
quede dentro de la sensibilidad del método.

F.6) Determinar azicares reductores en esta solucion por el método de Under-
koffler.

F.7) Comparar los resultados con una curva estandar de sacarosa siguiendo los

pasos F.l1a F.6

G.- Micelio Producido.

G.1) El sedimento se suspende en solucién de HC1 al 1% con objeto de
eliminar el carbonato de calcio presente.

G.2) Centrifugar a 4,000 r.p.m. durante 15 min. tirando el sobrenodon_
te.

G.3) El sedimento vuelve a suspenderse en agua destilada.

G.4) Centrifugar a 4,000 r.p.m. durante 15 min.

G.5) Repetir el lavado y la centrifugacién.
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a vacio la suspension.
:| sedimento a 50 - 60° C por 60 min.

| sedimento ( Micelio + residuos solidos no fermentados) .



RESULTADOS Y DISCUSION
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MATERIA PRIMA (%) NMITROGENO (%) PROTEINA
Cola 15.748 98.425
Alfalfa 4.02 25,125
Arroz 1.2 7.5
Alimento para
Ganado 7.25 45.31

TABLA No. 1. Composicién de nitrégeno y proteina (N x 6.25 ) de las materias -

primas utilizadas. Determinacion hecha por el método Microkjeldahl en base seca.

MEDIO DE (%) %
CULTIVO NITROGENO TOTAL PROTEINA
Conservacidn (1) 2.3 14.375
(1,280 mg/itro)

Cola 1% ( VIII) 6.32 39.5

(1,500 mg/ litro)

TABLA No. 2. Contenido de nitrégeno y proteina (N x 6.25) del micelio de

de Pleurotus ostreatus cultivado en medio d_e cultivo con diferente conteni -

do de nitrégeno.



Horas Rendimiento de Micelio Eficiencia Protéica

de g.de micelio por Proteina g/100 g. de
Cultivo Sacarosa (%) 100 g. de sacarosa Sacarosa
Inicial Utilizada g/lifro Inicial Utilizada (%) Inicial Utilizada
0 1.866 0 1:5
24 1.866 0.716 3.55 19.02 49.5 39.5 751 1955
48 1.866 1.366 14.722 78.8 107.7 39.5 3112 4254
72 1.866 1.316 16.580 88.8 125.9 39.5 3507 4973
96 | 1.866 1.516 18.058 96.7 119.1 39.5 3819 4704
120 1.866 1.446 19.316 103.5 133.5 39.5 4088 5273
168 1.866 1.329 19.878 106.5 149.5 39.5 4206 5905

TABLA No.3. Rendimientos de micelio de Pleurotus ostreatus y Eficiencias de utilizacién del Medio de Cola 1% ( III ).




Horas Rendimiento de Micelio Eficiencia protéica

de g. de micelio por Proteina g/100 g. de
Cultive Sacarosa (% ) 100 g. de sacarosa sacarosa
Inicial Utilizada g/litro Inicial Utilizada (%) Inicial Utilizada
0 1.421 1.396
24 1.421 3.210 22.5 39.5 488
48 1.421 0.276 6.757 47.5 244 .8 39.5 1876 9669
72 1.421 0.882 11.125 78.2 126.1 39.5 3088 4980
96 1.421 1:212 15.695 110.4 129 .4 39.5 4360 5111
120 1.42] 1.057 6.142 43.2 58.1 39.5 1706 2294

TABLA No. 4. Rendimientos de micelio de Pleurotus ostreatus y Eficiencias de Utilizacion del medio de Sulfato de

Amonio (IV).



Horas Rendimiento de Micelio Eficiencia protéica
de g. de micelio por Proteina g/100 g. de
Cultivo Sacarosa (% ) 100 g. de sacarosa sacarosa
Inicial Utilizada ¢/ litro Inicial Utilizada (%) Inicial Utilizada
0 1.616 12.48
24 1.616 27.02 167 39.5 6596
48 1.616 30.66 189 39.5 7465
72 1.616 31.428 194 39.5 7678
96 1.616 32.41 200 39.5 7919
120 1.616 0681 33.16 205 536 39.5 8101 21191
TABLA No. 5. Rendimientos de micelio de Pleurotus ostreatus y Eficiencias de utilizacion del medio de Alfalfa de

Forraje (V).



Horas

Réndihienfo de Micelio

Eficiencia Protéica

de g. de micelio por Proteina g/100g. de
Cultivo Sacarosa (% ) 100 g. de sacarosa sacarosa
Inicial Utilizada ¢ litro Inicial Utilizada (%) Inicial Utilizada
0 3.25 3.66
24 3.25 0.25 1,91 5.8 76 .4 39.5 229 3017
48 3.25 0.375 2.5 7.6 66.6 39.5 300 2630
72 3.25 0.77 3.89 11.9 54.2 39.5 470 2140
96 3.25 2.217 3.292 10.1 14.8 39.5 398 588
120 3.25 2..59 0.996 3.0 3.8 39.5 118 150

TABLA No. 6. Rendimientos de micelio de Pleurotus ostreatus y Eficiencias de utilizacién del medio de Arroz. (VI)




Horas Rendimiento de Micelio Eficiencia protéica

de g. de Micelio por 100 g. Proteina g/100 g, de

Cultivo Sacarosa (% ) de sacarosa sacarosa
Inicial Utilizada g/ litro Inicial Utilizada (%) Inicial Utilizada
0 1.516 2.03

24 1.516 0.581 2.338 15.4 40.2 39.5 608 1587

48 1.516 0.741 5.680 37 .4 76.6 39.5 1477 3025

72 1.516 0.891 6.780 44.7 76.0 39.5 1765 3002

9% 1.516 0.966 8.860 58.4 9.7 39.5 2306 3622
120 1.516 0.904 11.54 76.1 127.6 39.5 3005 5040
168 1.516 1.054 11.946 78.7 113.3 39.5 3108 4475

TABLA No. 7. Rendimientos de micelio de Pleurotus ostreatus y Eficiencias de utilizacion del medio de Licor de

Cocimiento de Maiz ( VII ).




Horas Rendimiento de Micelio _Eficiencia Protéica

de g. de micelio por 100 g.  Proteina g/100 g. de

Cultivo Sacarosa de sacarosa sacarosa
Inicial Utilizada g/ litro Inicial Utilizada (%) Inicial Utilizada
0 4,74 1.534

24 4.74 0.06 2.252 4,0 375 39.5 158.0 14812

72 4,74 1.55 39.442 83.0 254 39.5 3278.0 10033
120 4,74 2,449 34,006 71.0 139 39.5 2804.5 5490
168 4,74 3.73 53.816 113.0 144 39.5 4463.5 5688
216 4,74 3.91 50,469 106.0 129 39.5 4187.0 5095

TABLA No. 8. Rendimientos de micelio de Pleurotus ostreatus y Eficiencias de Utilizacién del Medio de Cola 1% ( VIII).




Horas Rendimiento de Micelio Eficiencia Protéica

de g. de micelio por 160 g. Proteina g/100 g. de
Cultive Sacarosa (% ) de sacarosa sacarosa
Inicial Utilizada g/lifro Inicial Utilizada (%) Inicial Utilizada
0 4,74 1.534

24 4,74 0.42 6.117 12 145 39.5 474 5727

72 4.74 1.48 2.430 5 16 39.5 197 632
120 4,74 1.97 2,052 4 10.4 39.5 158 410.8

168 4,74 211 2.234 4 10.7 39.5 158 422

216 4,74 2,26 2,558 5 11.3 39.5 197 446

TABLA No. 9. Rendimientos de micelio de Pleurotus ostreatus y Eficiencias de utilizacién del Medio de Cola 1% ( VIII).

Fermentacion |levada a cabo en matraz Erlenmeyer normal.



Horas

Rendimiento de Micelio

Eficiencia Protéica

de g. de micelio por 100g. Proteina g/100 g. de

Cultivo Sacarosa (% ) de saocarosa sacarosa
Inicial Utilizada g/litro Inicial Utilizada (%) Inicial Utilizada
0 4.4 1.204

24 4.4 0.66 6.192 14 93.8 39.5 553 3705

72 44 3.4 6.556 14.9 19.2 39.5 588 .758
120 4.4 3.9 2.952 6.7 75 39.5 264.6 296
168 4.4 3.87 3.513 77 9.0 39.5 312 355
216 4.4 3.92 3.320 7.5 8.4 39.5 296 331

TABLA No. 10, Rendimientos de micelio de Pleurotus ostreatus y Eficiencias de Utilizacién del medio de Cola 2.5% ( IX ) -




Horas : Rendimiento de Micelio Eficiencia Protéica

de g. de micelio por 100g.  Proteina o/T00 g. de
Cultivo Sacarosa (% ) de sacarosa sacarosa
Inicial Utilizada Jlifro Inicial Utilizada (%) Inicial Utilizada
0 4.5 2.794
24 4.5 1.44 4,132 9.1 28.6 39.5 359 1129
72 4,5 1.25 2,284 5.0 18.2 39.5 197 718
120 4.5 2,58 4,768 10.5 18.4 39.5 414 726
168 4.5 2,38 2,040 4.5 8.5 39.5 177 335.7
216 4.5 2,47 7.136 15.8 28.8 39.5 624 1137

TABLA No. 11. Rendimientos de micelio de Pleurotus ostreatus y Eficiencias de Utilizacién del Medio de Alimento

para Ganado (X).




Horas Rendimiento de Micelio Eficiencia Protéica

de g. de micelio por 100g Proteina ¢/100 g. de
Cultivo Sacarosa (% ) de sacarosa sacarosa
Inicial Utilizada _d/litro Inicial Utilizada (%) Inicial Utilizada

0 5.0 10.24

24 5.0 10.18 20.3 39.5 801

72 5.0 7.01 14,02 39.5 553
120 5.0 0.5 24,72 49 .45 494.5 39.5 1953 19532
168 5.0 0.04 6.67 13.3 1668 39.5 525 65886
216 5.0 0.73 9.140 18.2 125.2 39.5 718 4945

TABLA No. 12. Rendimientos de micelio de Pleurotus ostreatus y Eficiencias de utilizacién del Medio de Alfalfa

Fresca ( XI).



Horas Rendimiento de Micelio Eficiencia Protéica

de g. de micelio por 100g Proteina g/100 g. de
Cultivo Sacarosa (%) de sacarosa sacarosa
Inicial Utilizada s/lifro Inicial Util izada (%) Inicial Utilizada
0 5.0 1:572

24 5.0 0.142 0.28 39.5 11

72 5.0 1.37 1.118 2,23 8.1 39.5 88 319
120 5.0 2.85 0.044  0.08 0.1 39.5 3.0 4.0
168 | 5.0 3.31 0.798 1.5 2.4 39.5 59 94

TABLA No. 13. Rendimientos de micelio de Pleurotus ostreatus y Eficiencias de utilizacién del medio de Jugo de

Alfalfa 5% (XII).




Horas

Rendimiento de Micelio

Eficiencia Protéica

de g. de micelio por 100g. Proteina g/100 g. de
Cultivo Sacarosa (% ) de sacarosa Sacarosa
Inicial Utilizada g¢/litro Inicial Utilizada (%) Inicial Utilizada
0 4.6 4,584
24 4,6 0.536 14l 39.5 43
72 6.18 0.9 2.828 6.1 31.4 39.5 240 1240 -
120 6.18 0.64 1.378 2,9 215 39.5 114 849
168 6.18 0.56 0.728 1.5 13 39.5 59 513

TABLA No. 14. Rendimiento de micelio de Pleurotus ostreatus y Eficiencia de utilizacién del medio de Jugo de

Alfalfa 20% ( XIII ).




Horas Rendimiento de Micelio Eficiencia Protéica

de g. de micelio por 100g Proteina g/100 g. de
Cultive Sacarosa (% ) de sacarosa sacarosa
Inicial Utilizada j/lifro Inicial Utilizada (%) Inicial Utilizada
0 6.0 0.384 |

12 6.0 5.452 5.168 8.61 9.5 39.5 340 375,2
16 6.0 5.634 5.241 8.73 9.3 39.5 344 327.3
21 - 6.0 5.688 5.909 9.84 10.3 39.5 388 406.8
26 6.0 5.688 5.249 8.74 9.2 39.5 345 363

30 6.0 57 4,928 8.21 8.6 39.5 324 432

TABLA No. 15. Rendimientos de micelio de Pleurotus ostreatus y Eficiencias de utilizacién del Medio de Jugo de

Alfalfa - Cola (XV).




Dias

Rendimiento de Micelio

Eficiencia Protéica

de g. de micelio por 100 g. Prote ina g/100 g. de
Cultivo Sacarisa (% ) de sacarosa sacarosa
Inicial Utilizada &/litro Inicial Utilizada (%) Inicial Utilizada
0 6.0 1.853
12 6.0 5.707 7.515 12,52 13.1 39.5 494 517
16 6.0 5.284 3.559 5.9 6.7 39.5 233 264
21 6.0 5.45 7.733 12.8 14,1 39.5 505 556
26 6.0 5.8 7.134 11.9 12,9 39.5 470 509
30 6.0 553 6.941 11.56 12..5 39.5 456 493
TABLA No. 16. Rendimientos de micelio de Pleurotus ostreatus y Eficiencias de utilizacién del Medio del Alfalfa

Fresca = Cola ( XIV).




Dias

Rendimientos de Micelio

Eficiencia Protéica

de g. de miceliopor 100 g,  Proteina a/100 g. de
Cultivo Sacarosa (% ) de sacarosa sacarosa
Inicial Utilizada jlifro Inicial Utilizada (%) Inicial Utilizada
0 4.4 6.937

12 4.4 3.544 7.735 17.5 21.8 39.5 691 861

16 4.4 3.817 12,002 27,2 31.4 39.5 1074 1240

21 4.4 3.713 5.119 11.6 13.7 39.5 458 541

26 4.4 3.463 14,149 32.1 40.8 39.5 1267 1611

30 4.4 4,05 6.875 15.6 16.9 39.5 616 667

TABLA No. 17. Rendimientos de micelio de Pleurotus ostreatus y Eficiencias de utilizacién del Medio de

Alfalfa Fresca ( X1).




Medio Horas Rendimiento de Micelio Eficiencia Protéica

Ndmero de g. de micelio por 100g. Proteina /100 g. de
Cultivo Sacarosa (% ) de sacarosa Sacarosa
Inicial Utilizada g/litro Inicial Utilizada (%) Inicial Utilizada
11 168 1.866 1.829 19.878 106.5 149.5 39.5 4206 5906
I\ 96 1.421 1.202 15.695 ‘ 110.4 129.4 395 4360 5111
Vi 72 3.25 0.77 3.89 11.9 54,2 39.5 470 2140
VIl 168 1.516 1.054 11.946 38.7 113.3 39.5 3108 4475
Vil 168 4.74 3.73 53.816 113.0 1440.0 39.5 4463 5688
X 216 4.5 2.47 7.136 15.8 28.8 39.5 624 1137
X1l 72 5.0 1.37 1.118 2.23 8.1 39.5 88 319
X 72 6.18 0.9 2.828 6.1 31.4 39.5 240 1240

TABLA No. 18. Maximos Rendimientos de Micelio de Pleurotus ostreatus; Eficiencias de utilizacién y tiempo requerido

para ello, de los medios seleccionados.
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% EN % EN
AMINOACIDO MUESTRA PROTEINA
Lisina 2.13 5.38
Histidina 0.96 2.43
Arginina 2.12 5:37
Ac. Aspartico 3.75 9.49
Treonina 2.01 5.08
Serina 2.23 5.64
Ac. Glutamico 4.33 10.96
Prolina 1.92 4.86
Glicina 1.89 4.79
Alanina 2,57 6.51
Valina 1.87 4.73
Metionina 0.64 1.61
Isoleucina 1.58 3.99
Leucina 3.31 8.39
Tirosina 1.40 3.54
Fenilalanina 6.29 15.93
Triptofano  (f) 0.29 0.74
Proteina (ff) 39.50

(") Determinacién colorimétrica.
**) N. x 6.25
El resto de aminoacidos determinados por cromatografia de intercambio idnico.

TABLA No. 19. Composicion de Aminoacidos en la muestra del micelio de Pleurotus

ostreatus cultivado en el medio de Cola 1% ( VI ).




Composicion ( g/100 g de nitrégeno total )

Aminoacido Agaricus Morchella Morchella Tricholoma Pleurotus FAO (27)
campestris esculenta spp. nudum ostreatus Proteina
Ideal
Alanina - 4.81 1112 - 6.51 -
Arginina 6.49 7..95 4.32 4.63 5.37 -
Ac. Aspdrtico - 4.97 6.02 - 9.49 -
Cistina - 0.27 0.80 - - -
Ac. Glutdmico - 14.81 13.45 ' - 10.96 -
Glicina - 2.94 2,75 - 4.79 -
Histidina - 2,12 1.94 2.96 2.43 -
Isoleucina 14.7 2.70 3.45 3.15 3.99 4.2
Leucina 177 5.12 6.06 6.66 8.39 4.8
Lisina - 3.84 5.38 6.66 5.38 4.2
Metionina 4,64 0.90 1.41 1.66 1.61 2.2
Fenilalanina - 2.51 2.82 3.70 15.93 2.8
Prolina - 4.15 4.78 - 4,86 -
Serina - 3.05 3.90 - 5.64 -
Treonina - 2.98 3.37 3.70 5.08 2.8
Triptofano 1.64 0.86 1.43 3.52 0.74 1.4
Tirosina - 1.72 2.49 - 3.54 -
Valina 10.5 3.36 3.86 3.89 4.73 4.2

TABLA No. 20 Tabla comparativa del contenido de Aminodcidos de Pleurotus ostreatus con otros hongos (9).




Composicion ( g/100 g de Proteina

Aminodcido Gluten Gluten Prot. Prot. Musc. Albimina Pleurotus
de de de de Le- Zeina Gelat. de Caseina de ostreatus
Maiz Trigo Soya  vadura Buey Huevo

Arginina 3.1 3.9 7:1 5.4 1.6 9.2 | 7.2 4.3 5.9 5.37
Histidina 1.6 2.2 2.3 2.9 0.8 0.9 2.9 2.1 1.7 2.43
Lisina 0.8 1.9 5.8 7.6 0.0 5.3 8.2 7.6 5.0 5.38
Tirosina 6.7 3.8 4.4 3:7 5.4 0.3 4.4 6.7 4.3 3.54
Triptofano 0.7 1.0 1.2 1.4 0.1 0.0 1.4 1.2 1.5 0.74
Fenilalanina 6.4 5.5 5.0 4.4 6.7 2.4 5.0 5.0 5.4 15.39
Cistina 1.5 1.9 1-2 1.0 0.9 0-0.2 151 0.35 1.9 -

Metionina 2.5 2-3 1.9 2.0 2.4 ) 3.4 3.4 5.1 1.61
Treonina 4.0 27 4,2 5.5 2.5 1.7 5.0 3.8 4.0 5.08
Leucina 25.0 7.9 6.6 73.0 25.0 3.6 Tl 97 10.0 8.39
Isoleucina 5.0 317 4.7 6.0 4.0 122 6.3 6.3 Zal 3.99
Valina 4-5 - 4.2 4.2 5.0 2-3 2.7 5.8 6.5 6.8 4,73
Ac.Glutdmico 24 .5 40.0 21.0 - 36.6 11.6 15.6 3.3 17.5 10.96
Ac. Aspartico - - - - 3.4 9.6 6.1 6.1 8.1 9.49
Glicina 4.3 7.2 - - 0.6 26.6 5l 0.5 3.2 4.79
Alanina - 5.0 - - 10.0 10.4 5.C 5.5 72.0 6.51
Prolina - - - - 9-12 17.2 - 7-8 4-5 4.86
Serina - - - - - 3.7 5.5 7l 7.4 5.64

TABLA No. 21.

Tabla comparativa del contenido de aminodcidos de la proteina de Pleurotus ostreatus con algunas proteinas

vegetales y animales. (28).




68

Agua de Mar y Tolerancia de los Hongos al Cloruro de Sodio.

Por ser el objeto de este trabajo encontrar un medio de fermentacion al -

menor precio posible y que propicie el mayor crecimiento de Pleurotus ostreatus, de

bemos tener en mente el costo de su preparacion y de las materias primas necesarias
para ello; ya que el costo del producto final se elevara si las materias primas utiliza
das para su obtencion son caras.

Sabiendo que los microorganismos, en general, tienen en promedio un —
5% en peso de minerales (11) que deben estar contenidos inicialmente en el medio,
se pensd en la utilizacion del agua de mar ya que contiene los minerales esenciales
(*) para el crecimiento de los microorganismos en la proporcion reportada en el cua
dro ndmero 8.

El Co, Mn, Zn, Fe, B, Mo, Cu, Mg y | que se requieren en microcanti-
dades, también estan contenidos en el agua de mar.

En la preparacion de los medios de fermentacion se usé agua de mar adi—
cionada de agua de la llave en proporcion 1:3, debido al estudio hecho por Tresner
(30), sobre la tolerancia al cloruro de sodio de 975 especies de hongos terrestres se_
leccionados taxonomicamente de las clases mayores; y en el que, Los Basidiomycetes
fueron decididamente los menos tolerantes, con mas de la mitad de sus especies inca_
paces de crecer en mas de 2% de NaCl.

Debido a la predominacién del NaCl en el agua de mar, se siguid el si—

guiente razonamiento:
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33,222.2 ppm.

Concentracion total de elementos

Peso total de elementos 3.32222 g% (en forma de sales )

El NaCl comprende el 90.6% en peso de las sales totales, entonces:

100% 3.32222 g.

90.6% x = 3.0099 g. de NaCl

Al diluir el agua de mar 1:3 se evita la concentracion limitante de 2% de
NaCl o sea:
Agua de mar = 3.0099 g.% de NaCl

Agua de mar 1:3 = 1.0033 g.% de NaCl.
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ELEMENTO CONCENTRACIONES EN PPM.
f
Cl 19,361
Na (*) 10,768
Mg (*) 1,298
s 880
Elementos Ca () 408
Mayores ﬁ K * 388
Be : 66
C 28
Sr 13
L
¥
B 4.6
Elementos Si 4.0
Menores
(conc. de 1 F 1.3
a 100 ppm).
N 1.0
Al 1.0
Rb 0.2
Elementos
Traza Li 0.1
( menor de —
1 ppm. ) P, etc.
Total 33,222.2

CUADRO No. 8. Concentracion de elementos presentes en el agua de mar (29).
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GRAFICA No.l

CURVA ESTANDAR DE SACAROSA .
DETERMINADA POR EL METODO DE UNDERKOFLER.
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TABLA No. 2
En este experimento, uno de los resultados mas significativos fue la com-
probacién del marcado efecto que produce el contenido de nitrogeno total del me—

dio de cultivo en el micelio seco.

GRAFICA No. 1

La elaboracién de una curva estdndar de mg/ml de sacarosa vs. ml . de -
tiosulfato de sodio 0.052 N ( Grafica 1) tullo por objeto permitir una equivalencia
directa de los ml. de tiosulfato de sodio gastados por cada muestra de medio de fer-
mentacion al determinar los azicares reductores por el Método de Underkoffler.

Esta curva se elaboré con sacarosa, porque ésta requiere de hidrélisis aci
da para la liberacion de sus azicares reductores y como para estimar la eficiencia de
fermentacion por consumo de sustrato en los medios de cultivo, es necesario determi__
nar azicares reductores totales, ya que el microorganismo puede disponer en cual--
quier momento de materiales energéticos como almidones que no se detectan como -
azicares reductores |libres, y como la fuente de carbohidratos suministrada a los me -
dios de fermentacidn en éstos experimentos, es de composicion compleja ( melaza, -
alfalfa, licor de cocimiento de maiz ), también necesitan de previa hidrélisis dcida
para la liberacion de los azicares reductores totales, habiendo asi mayor similitud -
en ambas determinaciones y por lo tanto menor error.

Como el Método de Underkoffler requiere de muestras neutras, se tomé --
una alicuota de este hidrolizado, se neutralizé y se aford para su determinacion. Una

vez obtenida la equivalencia por medio de la curva estandar fué necesario el empleo



73

de la siguiente férmula para |legar a la concentracion original en la muestra y obte

ner una composicion porcentual .

% e Socaro = mg/ml . de la curva x aforo v B

ml de alicuota problema

Como primer paso |levado a cabo en este trabajo fué la comparacion de -
rendimiento por diferentes fuentes nitrogenadas en medios de cultivo mediante una -
fermentacion preliminar en la que se estudiaron los siguientes medios: Il al VIII, X,
Xl y XVI al XX.

La eliminacién de los siguientes medios no obstante de tener un rendimien
_to aceptable, comparable en algunos casos con los mejores obtenidos en este trabajo
se debid a las siguientes razones:

Medio de Papel Periédico ( XIX ): Por notarse obscurecimiento del medio
ocasionado por la tinta, y por la dificil separacion del micelio de las particulas fi-
brosas del papel .

Medio de Aserrin ( XVII ): Por el problema funcional que se presenta pa-
ra la separacion del micelio de las particulas de aserrin no metabolizadas, ya que -
quedan englobadas en el micelio.

Medio de Bagazo de Cafia ( XVI ): Por la misma razén que el anterior.

Medio de Conejaza ( XVIII ): Por la misma razén que los anteriores y por
el problema que representaria obtener ésta materia de composicion constante para -
una produccién a escala industrial .

El inconveniente econémico comin en estos medios seria la elevacion del
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costo de produccioén y por lo tanto del producto final que ocasionaria el paso de la
separacion aumentado al proceso.

Medio de Almidon: ( XX ): Por no observarse desarrollo del hongo en un
periodo de 10 dias después de su inoculacion.

Con los medios restantes se |levaron a cabo las fermentaciones y de los -
resultados obtenidos se elaboraron gréficas y tablas de las que se deduce lo siguien_

te:

GRAFICA No. 2

Estas curvas demuestran claramente, que la aireacion, es un factor limi-
tante en la velocidad de crecimiento y por lo tanto del rendimiento del micelio. En
este caso, el uso de matraces bafleados segin Solomons (12) proporcionan una airea
cion mas eficiente.

El grado de aireacion del cultivo liquido en el matraz de agitacion es in
versamente proporcional al volumen del liquido, por lo tanto, el efecto del volu--
men es notable y los resultados dependen directamente del volumen del medio. En -
este trabajo se us6 un volumen de 50 ml de medio en matraces Erlenmeyer bafleados
de 300 ml . porque pora la mayoria de los experimentos de cultivo sumergido a esca_
la de laboratorio, se encontré que un volumen de 40 ml. de medio en matraces Er--

lenmeyer de 250 ml. es satisfactorio (10).
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FIGURA No. |

Usando medios de cultivo con un rango de concentracion de 1.4-1.8 g%
de sacarosa se obtienen las curvas de rendimiento micelial que se presentan en la -
figura nimero 1, cuando se llevaron a cabo las fermentaciones directas, es decir, -
que se iniciaron de un indculo comin proveniente del medio Il; por tratarse de la -
fermentacion de volUmenes pequefios de medio, se eliminé el Pie de Cuba, cuya --
funcion es permitir la adaptacion del microorganismo a un medio de cultivo, lo cual
es necesario en fermentaciones de grandes volimenes de medio, porque reduce la fa_
se inicial de adaptacion con la que se alcanza el rendimiento 6ptimo en menor tiem
po.

En esta forma, las caracteristicas de las curvas obtenidas de acuerdo a —

las fases de una curva tipica de crecimiento son las siguientes:

GRAFICA No. 3

De la fermentacion del Medio de Cola 1% ( II1).

Es una curva bastante tipica que representa una fase de adaptacion peque_
fia, de mas o menos 24 hs., seguida por una fase logaritmica corta con respecto a --
tiempo, lo cual es interesante porque se obtiene el mayor rendimiento en méas o me —
nos 48 hs.

Ain en la fase estacionaria, de 5 dias, aumenta un poco el peso de sedi-
mento, que en este caso, es casi exclusivamente micelio, ya que el sedimento de es_
te medio no es apreciable. Esta velocidad de crecimiento puede deberse a la fuente

organica nitrogenada del Medio de Cola.
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La disminucién de azicar en el medio concuerda con el aumento de sedi-

mento.

GRAFICA No. 4

Esta curva presenta una fase de adaptacién tan pequefia, que se confunde
con la fase logaritmica que es mas o menos larga, de 3 dias, seguida de una fase es-
tacionaria casi nula, siendo la Gnica curva de este ensayo que muestra una fase decli
natoria debida a autélisis por las malas condiciones imperantes en el medio ambiente.

Con respecto al consumo de azlcares, en esta fermentacidn, se observa -
una disminucion |6gica de sustancias reductoras que no necesariamente son azdcares,
y un ligero aumento en las Gltimas 24 hs., que coincide con la disminucién de mice-

lio por lo que suponemos se trata de una autédlisis celular.

GRAFICA No. 5
Es necesario aclarar en este caso, que el arroz no se usdé como fuente ni—
trogenada, ya que la cantidad de este elemento es muy baja, sino mas bien como un

sustrato energético para Pleurotus ostreatus debido a que en México, esta fuente es -

accesible y barata.

Se observa una disminucién de sedimento debido probablemente a la hidré.
lisis de los almidones y no necesariamente a una desaparicién de micelio, el cual en
realidad se encuentra en la fase de adaptacion; del segundo al tercer dia hay un au-
mento de sedimento que puede deberse a la produccion de micelio, esto se prolonga

muy poco tiempo, puesto que del tercero al quinto dias se observa una disminucién de
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sedimento que puede atribuirse a una autdlisis celular, por ser un medio muy pobre -
en nitrégeno.

La curva de censumo de azicares sefiala una utilizacion muy grande de -
azicares con respecto al rendimiento tan bajo, lo que indica que probablemente se

utilizé una gran parte de este sustrato con fines energéticos.

GRAFICA No. 6

Presenta una fase estacionaria bastante lenta y una fase logaritmica bastan
te tendida, lo que indica una reproduccién muy lenta ( 4 dias ), encontrandose al --
séptimo dia de fermentacion adn en fase estacionaria.

La curva de consumo de azicares presenta un comportamiento légico.

GRAFICA No. 7

Este medio indica ser muy apropiado para el crecimiento de Pleurotus os—
tratus, ya que no se observa una fase stacionaria, sino iniciandose la fermentacion a
las O hs. en escala logaritmica y siendo muy corta con respecto a tiempo ( 24 hs ) y
pasando rapidamente a la fase estacionaria.

En lo que se refiere al consumo de azdicares, a las 24 hs., hay un aumento
considerable de azicares reductores con respecto a la concentracién inicial, lo cual
se debe al desdoblamiento de pectinas y probablemente parte de celulosa, lo cual no
afecta el peso del sedimento, lo que hace suponer que como el crecimiento del hon-
go es tan rapido en su fase logaritmica, no permite detectar una disminucién del sedi_

mento. Esta concentracion se mantiene mds o menos constante durante 3 dias, sufrien
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do una disminucidn repentina en 24 hs. lo cual no es reciproco a un aumento de sedi
mento, por lo que nos indica que los azicares se estan usando solo con fines energé -

ticos.

FIGURA No. 2

Las curvas de rendimiento micelial en funcién de tiempo que se presentan
en esta grafica se hacen coincidir en un mismo punto de partida ( suponiendo un mis_
mo sedimento inicial y no en cero, porque la curva (1), correspondiente al medio -
de fermentacion de arroz quedaria negativa ). Con el objeto de establecer una com-
paracidén que a primera vista indique aparentemente cual es el medio mas favorable -

para el crecimiento de Pleurotus ostreatus.

Se observa que la curva (5) es la de mayor rendimiento, quedando la cur
va (4) en segundo lugar; esta apariencia es relativa porque, como se dijo antes, se -
.determina sedimento total, que en el caso del medio de Alfalfa esta constituido en -
su mayor parte por residuo que es celulosa que no se alcanza a hidrolizar, y el conte
nido de micelio que no se determiné por la dificultad que representa su separacién, -
es bastante menor que en el caso del Medio de Cola en el que el sedimento es en ma_
yor parte micelio y casi nulo su residuo; de esto puede inferirse que el medio de Cola
1% es el mas favorable.

La curva (3) de esta figura alcanza un rendimiento igual al de la curva -

(4), pero en el doble de tiempo, lo que indica que Pleurotus ostreatus utiliza mds -

satisfactoriamente una fuente organica de nitrégeno que una inorganica.

En la curva (2) que representa la fermentacion con Licor de Cocimiento -
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de Maiz, a pesar de ser la fuente de nitrogeno organico mas ampliamente usada en
las fermentaciones es desplazada en este experimento por la cola, lo cual es expli-
cable por su mayor contenido protéico que proporciona mayor cantidad de aminodci_
dos; aunque el suministro de nitrégeno sea igual en ambos medios.

La curva (1) da el rendimiento mas bajo, lo que sefiala que el crecimien

to de Pleurotus ostreatus no es favorable en una fuente abundante en almidones y po

bre en nitrogeno, por lo tanto, se elimina como un medio de fermentacion para la -
ge
produccion de su micelio a mayor escala.
Cuando se utilizan Medios de Fermentacion con un rango de concentra--

cion de 4.4 - 6.0 g% de sacarosa se obtienen las siguientes graficas:

GRAFICA No. 8
Estas curvas indican que la concentracion de 1500 mg No/It. de medio -

aconsejada por Humfeld (17) para la produccion de A. campestris en cultivo sumer

gido, es también aplicable para Pleurotus ostreatus, puesto que al probar una con--

centracién mayor como es 3,750 mg No/litro el crecimiento es muy inferior.

GRAFICA No. 9

Esta curva muestra que después del tercer dia hay una disminucion de sedi
mento que puede indicar una autdlisis que no seria debida a falta de azicares, sino
que probablemente se deba a un agotamiento de 1a fuente de nitrogeno y de esta ma
nera libera sustancias que actian como estimulantes del crecimiento y ocasionan --

una nueva elevacion de la cantidad de sedimento.
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La curva de consumo de azicares asevera que la disminucion del sedimen
to es una autdlisis que es aprovechada para un nuevo crecimiento, porque de lo con
trario, denotaria una elevacion por sustancias reductoras liberadas por este fenome-

no.

FIGURA No. 3
Las graficas de esta figura se discuten en conjunto por presentar comporta

mientos similares, haciendo notar que los puntos mas importantes son los siguientes:

- Por tratarse de medios de cultivo de composicion compleja, no se puede
deducir con precision que es |o que realmente sucede durante la fermentacion, por
ejemplo, el Medio de Alimento para Ganado presenta sustancias tales como carbohi
dratos, grasas, proteinas, minerales, vitaminas, estimulantes del crecimiento, etc.,
por lo que no se sabe cual de ellas es la que estd actuando en un momento determina

do.

- Por la razén anterior, la curva de consumo de azdicares no puede formar
un criterio confiable con respecto al comportamiento fingico porque sus variaciones
pueden deberse a la aparicion de agentes reductores provenientes de los componen-

tes del medio de cultivo ( almidones y celulosa ) y del micelio.

- A pesar de esto, se debe hacer notar el desfasamiento marcado entre las
curvas de produccion de micelio y las curvas de consumo de azicares; o sea que los

maximos de la curva de azlcares coinciden con los minimos de la curva de produc—
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cion de micelio y viceversa, por lo que puede suponerse en general, que cada au-
mento de azicares sea debido a una autélisis o a un desdoblamiento de materiales -
s6lidos fermentables ocasionando cualquiera de estas posibilidades una disminucion

en la curva de crecimiento micelial, y que una disminucion en la curva de azicares

se deba a un aumento por crecimiento micelial .

- El que los minimos en la curva de crecimiento se mantengan a la misma
altura, parece indicar que una parte del micelio se autolisa, puessi las disminucio
nes se debieran solamente a la hidrdlisis de los materiales nutritivos, la tendencia -

general de esos minimos seria a subir por aumento de micelio.

FIGURA No. 4

Las curvas de rendimiento micelial vs. tiempo, representadas en esta figg
ra, se obtuvieron de un segundo lote de fermentaciones efectuadas con medios de cul
tivo con un rango de concentracion de 4.4 - 6.0 g% de sacarosa, que se hacen coin
cidir en el mismo punto al tiempo cero con el fin de hacer una comparacion visual -
sobre el mejor de los medios, y aunque, como se dijo antes, esta no es confiable si-
no hasta al hacer la comparacién por eficiencia de produccion, en este caso nos per
mite asegurar que el mejor de los medios probados para tal efecto es el de Cola 1% -
por 2 razones:

- La primera, concerniente a esta grafica es porque la superioridad de -
su curva (5) sobre las otras cuatro es obvia, y la segunda es porque este resultado -

es una repeticion del resultado obtenido en la curva (4) de la Fig. No. 2, a pesar
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de tratarse de una fermentacidn en un medio con mayor concentracion de azicares -

reductores.

TABLA No. 18
Ademas de probar en este trabajo que el contenido de nitrégeno es funda

mental para el rendimiento de micelio de Pleurotus ostreatus ( Grafica No. 8), se

probd la gran importancia que tiene el contenido de azicares reductores en el medio
con respecto a economia por |0 que puede observarse en los resultados que se obtuvie
ron al hacer dos lotes de fermentaciones con diferentes concentraciones de azicares

reductores y que son presentados en la tabla No. 18.

Como la produccion de micelio en cultivo sumergido se puede medir en -
base a peso seco o en base a contenido de nitrégeno se notard que ambos valores va_
rian ampliamente entre los diferentes sustratos que se proporcionaron al microorganis
mo. Sin embargo, en cualquier evaluacion econdmica que se haga para la produc--

cion de micelio de Pleurotus ostreatus a escala comercial se deben considerar tanto

las velocidades de crecimiento como los rendimientos totales.

Con el fin de establecer comparacion entre los medios seleccionados, pa-
ra obtener el mejor, en la tabla No. 18 se presentan los rendimientos optimos y el -
tiempo requerido para ello de cada uno de ellos.

Al observar los datos de la columna de rendimiento de micelio por 100 g.
de sacarosa inicial el mejor medio es el VIII (Cola 1%), pero estudiando su rela--
cidn con rendimiento de micelio por 100 g. de sacarosa utilizada, se aprecia que -

esa gran diferencia es debida a que esta utilizando muy poca azicar del inicial y por
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lo tanto, estd habiendo un desperdicio de la misma, o sea, que al observar mayor di
ferencia entre la inicial y la utilizada ( que siempre es mayor ) se trata de un desper
dicio de azicar y por lo tanto menos eficiencia desde el punto de vista econémico. -
Ahora bien, fijando la atencidn en el tiempo de fermentacion, que viene a ser de--
terminante, se encuentra que el medio |V es el mejor por varias razones deducidas -

de esta tabla:

- Porque proporciona mayor rendimiento de micelio / 100 g. de sacarosa
inicial con respecto a todos los demas en el menor tiempo. Se hace notar que aunque
el rendimiento por 100 g. de sacarosa utilizada haga parecer que el mejor medio es -

el lll, por tomarse en cuenta el tiempo de fermentacion, queda excluido.

- Aunque en la figura No. 2 se vea lo contrario, y es l6gico como ya se
explicé al respecto, por partir de una fuente de nitrégeno inorganico necesita mas -
energia y mayor tiempo de fermentacion para llegar a su éptimo rendimiento, pero -
desde el punto de vista econdmico este tiempo es corto porque alcanza mayor rendi —
miento que el de cola a las 72 hs. de fermentacion tomandose ese tiempo para la ---
comparacidn porque en ese medio seria el mejor, ya que seria incosteable prolongar
la fermentacion para la obtencion de un aumento de micelio poco significativo; y con
respecto a los demas no hay discusion.

Las fermentaciones con alfalfa se excluyen de esta comparacion por el in-

conveniente anteriormente sefialado de su contaminacion del sedimento con celulosa.
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TABLAS No. 15, 16 y 17

Cuando se observo que las figuras 2 y 4 hacian deducir que aparentemen-
te los medios de Cola 1% y Alfalfa eran los mejores, y que el de alfalfa presentaba
el problema de ;eparacién de micelio y residuos no fermentados, se intent6 lograr un
mejor rendimiento por sinergismo entre ambos medios ( se queria probar si era posible
la hidrélisis total de la celulosa ), en una proporcion que da aproximadamente 1500
mg. de No/litro.

Con este proposito, en este nuevo lote de fermentaciones, se hicieron las
determinaciones de micelio producido y azicares reductores a los 12, 16, 21, 26 y -
30 dias al cabo de los cuales se vid que no se consiguid lo que se deseaba porque el
hongo manifesté en las otras fermentaciones, un ciclo de crecimiento que en 12 dias
habia iniciado y terminado, puesto que en las Ultimas 5 determinaciones indican que
hay un comportamiento casi estatico de 12 a 30 dias. Esto indica, que a los 12 dias
probablemente se ha estabilizado el hongo por agotamiento total de nitrogeno del me

dio, aunque cuente ain con la celulosa como sustrato energético.

TABLAS No. 19, 20 y 21

Estas tablas indican el contenido de aminodcidos de la proteina de Pleuro-
tus ostreatus, debiendo recordar que en este caso, para convertir el contenido de ni-
trogeno a proteina se usé el factor 6.25 solo para computar el contenido protéico en
la misma base, que en la literatura se reportan en alimentos humanos y para ganado,
lo cual es cuestionable porque si la proteina purificada tiene menor contenido de ni-

trogeno el contenido de proteina seré mayor y viceversa.
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La calidad de una proteina, se puede conocer tedricamente al comparar
la proporcion de los distintos aminoacidos indispensables que contiene con una com
binacién de referencia recomendada por la FAO, llamada proteina ideal, porque --
tiene una proporcion de aminoacidos que tedricamente tendria un 100% de utiliza—

cidn; esta comparacion de la proteina del micelio de Pleurotus ostreatus obtenido de

la fermentacion del medio VIII, se encuentra en la tabla No. 20, la que revela que
contiene todos los aminoacidos esenciales con las siguientes diferencias importantes
por notar:

- Contiene la mitad del triptofano requerido, por lo que viene a ser un -
aminodcido limitante ( aminoacido que esta en menor cantidad de acuerdo a las ne—

cesidades del organismo y que restringe la utilizacion de los demas ).
- Contiene un 0.73 de la metionina requerida.

- Con respecto a la fenilalanina que es muy elevada, le proporciona una
ventaja que es utilizar este micelio o su proteina para suplemento de otra proteina -
en la que este aminoacido fuera el limitante .

Como la proteina real que mas se aproxima a la proteina ideal es la que -
contiene el huevo entero, y que es recomendada también por el Comité Mixto de Ex_
pertos de FAO/OMS para que sea utilizada como proteina de referencia, se propor-
ciona la tabla No. 21 en la que la comparacién resulta bastante homogénea, excep
tuando en el triptofano, y ademas se puede comparar con las proteinas de otros pro-

ductos vegetales y animales.
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CONCLUSIONES

En las fermentaciones a nivel industrial, el conocimiento de los requeri-
mientos nutricionales del microorganismo que se utilice es fundamental para poder -
hacer deducciones acertadas sobre la probable composicion quimica adecuada de un
sustrato cualquiera, de aqui la importancia de dos de las conclusiones de este traba_

jo como son:

- El requerimiento de + 1500 mg. de nitrégeno por litro de medio, y -
si el aspecto econdmico no es el factor limitante, que una fuente organica de nitré
geno, como es la cola, es mas satisfactoriamente empleada que una fuente inorgani :

ca.

- El requerimiento de una concentracion de 1.4-1.8 g% de azucares re-

ductores para un mejor rendimiento de micelio del hongo en 100g. de azicares.

Por lo que se refiere a estos puntos, se recomienda que, para estudios pos
teriores sobre el tema, se prueben otras concentraciones de cola y de azicares re--
ductores por arriba y por abajo de las mencionadas, sin alejarse demasiado de ellas.

La conclusion principal obtenida de este trabajo es que el Medio de Sul -
fato de Amonio (IV) es el mejor, segin se explico anteriormente al discutir los re-

sultados anotados en la tabla no. 18, encontrandose ademas las siguientes ventajas:
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1.- Un menor costo de produccion por lo que se refiere a un tiempo de -
fermentacion y al costo del sulfato de amonio.

2.- Por la disponibilidad y constancia de pureza del sulfato de amonio.

La validez de estos resultados es restringida en su reproducibilidad debido
a las condiciones imperantes en el desarrollo de este trabajo como son: variaciones -
imprevisibles de temperatura, de agitacion, de inoculacién y el uso de varios matra_
ces y no de un solo liquido para las determinaciones.

Con respecto al aspecto nutricional de Pleurotus ostreatus , aunque el and

lisis de su proteina sea bastante satisfactorio, es desafortunado que en la literatura -
no existan reportes concernientes al valor bioldgico de la proteina del micelio de —
hongos. Es de sefialarse que hay una verdadera necesidad de esta informacidn antes -
de que sea posible concluir que el micelio de hongos pueda usarse como suplemento

alimenticio.



RESUMEN

Este trabajo se llevé a cabo con el fin principal de producir en forma ma_

siva y en cultivo sumergido a Pleurotus ostreatus para ser utilizado como fuente pro

téica barata para soliviantar en algo el problema de la desnutricion en México. Pa-
ra ello, se usaron en su cultivo substratos baratos como: cola, sulfato de amonio, li-
cor de cocimiento de maiz, etq ., como fuentes de nitrogeno, melazas como fuente -
de energia y agua de mar diluida 1:3 para evitar la adicion de sales minerales.

Con el objeto de llevar a cabo la seleccién del mejor medio de cultivo, -
desde el punto de vista econdémico, se efectuaron fermentaciones con los diferentes -
medios, y se les determiné rendimiento de micelio y consumo de azicares para hacer
una comparacidn posterior de los resultados obtenidos, no basandose en el comporta-
miento metabdlico observado segin las curvas obtenidas al graficar g% de sacarosa -
consumida vs. g% de micelio producido, ya que de esta forma la conclusion es que -
el mejor de los medios es el de Cola 1% ( Ill ), pero al considerarse la economia co-
mo el factor limitante de este trabajo, la comparacion se baso en el rendimiento de -
micelio en gramos por cada 100 gramos de sacarosa suministrada, de lo cual se puede

deducir que el medio de Sulfato de Amonio (V) es el mejor.
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