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INTRODUCCION 



INTRODUCCION 

La explosión demográfica que actualmente es mayor que la producción -

de alimentos trae como consecuencia una presión ejercida sobre la provisión ali me~ 

ticia; de acuerdo a las estadísticas de la Organización Mundial de la Salud, más -

de mil millones de hombres sufren ele mala nutrición (l) . México es de los países -

más afectados con este problema, ya que investigaciones hechas por el Instituto N~ 

cional de la Nutrición han revelado quecerca de la mitad de la población padece­

desnutric ión (2) (carencia de alimentos), y otro tanto padece mal nutrición (defic ie~ 

cia de alimentos); porque la dieta del mexicano es insuficiente, proporciona poca -

energía a! organismo, es baja en proteínas y pobre en varias de las vitaminas y min~ 

roles que se necesitan consumir diariamente. 

Los carbahidratos y grasas proveen la energía necesar.ia para el metabalis 

mo corporal; pero la escoses grave en el mundo se hace sentir particularmente en -­

proteínas de buena calidad que siministren los aminoácidos adecuados para que el -

organismo construya sus propias proteínas. Urge así descubrir nuevos alimentos ricos 

en ellas y fomentar la producción ele los ya existentes para aliviar tal deficiencia -

porque sin un aumento y una mejoría en la dieta básica para lograr una alimentación 

balanceada, los poíses subdesarrollados no pueden tener esperanzas de industrializar 

se y elevar su nivel socioeconómico. 
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El alimento para el futuro bien podría ser a base de microorganismos ya -

que pueden suministrar proteínas, grasas y carbohidratos en grandes cantidades y r~ 

pidamente; lo cual está siendo comprobado en varias investigaciones realizaqas con 

ellos. 

Tratando de contribuir en algo a la solución de este problema en México, 

el presente trabajo tiene como propósito producir en cantidades grandes por el méto­

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

con un elevado contenido de proteínas de alta calidad utilizando para ello diferen­

tes medios elaborados con materiales muy baratos para que sea costeable su adición -

como complemento en forma de polvo a alagunos alimentos básicos en la dieta mexi-

cana. 



GENERALIDADES 



GEN ERALI D ADE S 

a) lmportancia ·de los microorganismos. 

El papel de los hongos en la naturaleza tiene gran importancia para el -

hombre. los hongos patógenos son la causa de enfermedades en pi antas y animales. 

las especies no patógenas incluyen aquellas especies que destruyen materia orgánica 

en el suelo; los que deterioran y distruyen maderas, testiles, alimentos y otros prod~ 

tos; y aquellos con importancia industrial como los que intervienen en la maduración 

del queso y en la producción de ácidos orgánicos de valor comercial, preparación de 

enzimas, salsas y productos relacionados. 

la malnutrición protéica es frecuente en aquellos lugares donde la ración 

alimenticia está 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 nií'los en edad preescolar, por las altas necesidades 

nutricionales que impone el crecimiento, sufren más frecuentemente este padecimie~ 

to, estado que puede retardar el desarrollo físico y quizá el mental, ya que el cere­

lro alcanza el 800...b de su peso final en los primeros tres aí'los de vida (3), y además -

aumenta la suceptibilidad a infecciones. 

las proteínas son compuestos de peso molecular elevado, formadas par las 

diversas uniones de 20 aminoácidos, de los cuales 8 no pueden ser sintetizados par el 
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hombre, por lo cual reciben el nombre de aminoácidos indispensables o esenciales, -

siendo proteínas de buena calidad aquellas que los contienen en cantidad y propor -

ción ideal. 

En general, los aminoácidos más escasos en los alimentos son el triptofa­

no, la lisina y la metionina. 

Una de las mejores manerds de ayudar a resolver el problema de la desnu­

trición protéica es aumentando el valor nutricional de las proteínas de una dieta me~ 

ciando 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 ti~ 

ne un valor nutric ional mayor que el de los componentes considerados separadamente 

(4). 

Una fuente rica de prot_eína son los microorganismos, haciendo notar que 

se reproducen a una razón de crecimiento 500 veces mayor que las cosechas y l O, 000 

veces más que el ganado (5), siendo esta una enorme ventaja para su uso, como pue­

de observarse del siguiente cuadro. 
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CUADRO 

CRECIMIENTO COMPARATIVO DE PLANTAS Y ANIMALES PARA LA OBTENCION 

DEL MISMO PESO DE PROTEINA. (5) 

ORGANISMO TIEMPO DE CRECIMIENTO 

Levaduras y bacterias 20 a 120 minutos 

Microorganismos complejos 

como algas 2a48Hs . 

Cosechas de pastos y alfalfa la 2 semanas 

Pollos 2a 4 semanas 

Cerdos 4a 6 semanas 

Ganado l a 2 meses 

Es conocido que los hongos han sido utilizados con fines alimenticias al­

parecer desde épocas muy antiguas; su uso con este fin ha desarrollado en la actual!.._ 

dad una verdadera industria, como ejemplos tenemos la producción de champiñones en 

medios de cultivo especiales y en instalaciones oscurecidas, y el establecimiento de 

industrias de antibióticos, solventes y proteínas por métodos de cultivo sumergido. 
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b) e lasificación. 

La clasificación de los hongos está basada en gran parte en su ciclo par­

ticular de vida y en la morfología de las estructuras reproductoras y esporas produ­

cidas. 

Los hongos verdaderos son miembros de la División del Reino Vegetal c~ 

nacida como Thallophyta. No poseen clorofila y no están diferenciados en hojas, 

talloyraícesverdaderos. Están ampliamente distribuídos, 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 so~e las hifas y endogena­

clamente en sacos; los Ascomycetes que tienen micelio septado y forman esporas se­

xuales endogenadamente en sacos; y los Hongos Imperfectos, que poseen micelio see_ 

todo pero frecuentemente no producen esporas sexuales. 

b.1) Pleurotus ostreatus. 

Sinónimos: Agaricus brumal is; Pleurotus insignior; Pleurotus parthenopeius; 

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



REINO DIVISION CLASE SUBCLASE ORDEN FAMILIA ( #) 

Phycomycetes 

Ascomycetes Homobosidiomycetidoe - Agoricoles --- Agoricoceoe 

VEGETAL Eumycetes Basid iomycetes Protobosiciomycetidoe 

Hongos Autobosidiomycet idoe 
1 mperfectos 

( # ) 
TRIBU GENERO ESPECIE 

Agoriceoe Pleurotus ostreatus 

CUADRO No. 2. Clasificación taxonómico de Pleurotus ostreatus, según el Sistema de Engler - Dills 

"Sylabus der Pflanzenfamilien ", Berlín ( 1936) ( 6). 
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Se conoce como seta ostión, nombre dado probablemente al parecido -

de su parte superior a una concha de ostión; "Oreja de Cazahuate"¡ "Hongo de -

Cazahuote"; "Cazahuate" (Tepotztlón 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 

huacán, Pue .) . (8) 

Es muy variable con respecto a su forma y coloración. 

b. 2) Habitat 

Estos hongos viven en troncos y codos, en maderas muertas o en las ho­

quedades de árboles vivos en los bosques, desde otoño, hasta bien entrado el i nvie~ 

no. Crece en la zona templada de los hemisferios Norte y Sur. También es posi­

ble que haya algunas formas tropicales, par lo que puede considerórsele cosmopo­

lita. 

b.3) Uso 

Excelente hongo comestible, de sabor agradable preparado en cualquier 

forma; adecuado para encurtirse. 

c) Cult ivo S<Jmergido 

La producción de miceio de hongos en cultivo sumergido para uso como-
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alimento o en productos alimentic ios es relati vamente reciente comparada con la a~ 

ti gua industria que produce cuerpos fractificantes de hongos o espor-óforos sobre com 

postas en camas. 

La idea de producir micelio de hongos en medios líquidos en tanques con 

aireación y bafl e ad os surgió, de 1 os proceso de fermentación de Penicilina y otros­

ant ibiót icos durante la Segunda Guerra Mundial. De esta manera, un hongo come~ 

tibie podría ser producido en cualquier parte durante todo el año, usando como sus­

trato materiales de bajo costo como son los desperdicios de las industrias: azucarera, 

1 echera y c ítirca. Además, el producto seco puede ser constante y adecuado para­

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

(9). 

c.1) Técnicas de Obtención de Cultivo Sumergido. 

Los métodos de cultivo sumergido para crecimiento de micelio usan reci -

pientes con aireación y agitación para obtener condiciones más uniformes que en un 

cultivo estático, y consecuentemente rendimientos más altos de micelio. 

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

mente empleados caen en dos grupos: sin agitación mécánica y con agitación mecá-

nica (10). 

c. l. l.) Sin Agitación Mecánica. 

Este método se basa en pasar corrientes vigorosas de aire a través del cul-
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tivo líquido, paro prevenir lo formación de uno película superficial y mantener los 

partículas de cree imiento en movimiento constante dentro del medio de cultivo. 

c.1.2.) Con Agitación Mecánico. 

Son métodos que requieren equipo más compl icodo y caro; Existen dos 

tipos de agitación mecánico: por propulsores y por máquinas agitadoras. 

c .1 .2 .1 .) Por Propulsores 

Este tipo de agitación en medios de cultivo o escalo de laboratorio es el­

más incÓmodo y difícil de operar, yo que utilizo un motor de alto velocidad que gi­

ro el propulsor ocasionando uno agitación más o menos violento, lo cual teoricome'!... 

te es lo mejor manera de asegurar uno aireación eficiente. Lo dificultad mayor de 

este tipa de agitador o escalo de laboratorio es el lograr uno conexión entre el pro­

pulsor y el recipiente de fermentación sin alterar lo esterilidad del medio de culti­

vo durante el período de crecimiento. Lo ventaja principal es que previene lo acu­

mulación de grandes masas de micelio manteniéndolo en pequeños partículas distri­

buidas homogeneomente en el medio de cultivo. 

c. J .2.2.) Por máquinas agitadoras. 

A escalo de laboratorio, estos métodos de agitación son los más versátiles 

y simples de operar. Su ventaja mayor, que ningún otro método posee, es que provee 
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un ambiente físico y un iforme reproducible poro mayor núme ro de e xperimentos y -

estandariza e 1 complejo ai reac ión-agitac ión que es fundamental en las act ividad es 

metabólicas del cult ivo. 

En general, se usan dos tipos de máquinas agitadoras: e l t ipo rotatorio y 

el tipo recíproco. 

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 órbita circular en plano horizon­

tal preferiblemente de red io variable ( 1 - 5 cm. ) y una ve loc idad de 100 a 400 -­

r. p .m. regulada por un motor colocado abajo de ella . La ai reación se lleva a cabo 

porque el oxígeno de la atmósfera atraviesa el tapón de algodón y se disuelve en -

la fina capo del medio 1 íquido provocada por la fuerza centrífuga. 

c.1.2.2.2.) Agitadores de Tipo Recíproco. 

Tienen una base que mueve los matraces 1 inealmente en forma horizontal 

con una velocidad de 60 a 120 golpes por minuto. Este tipo de agitador es más sim_ 

ple mecanicamente y más barato (12). 

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

La producción de micelio de hongos es similar a otras fermentaciones co-
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merciales en las que la selección y mantenimiento de cepas adecuadas del organis­

mo son factores clave en la obtención de un producto de calidad uniforme. 

Aunque hay muy poca información en la literatura a este respecto, los -

factores más importantes en una fermentación son 1 os sigui entes: 

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

fermentación. 

c.2.2.) Un medio de cultivo de composición química satisfactoria. 

c.2.3.) Condiciones físicas en el fermentador para propiciar el crecimiento y acu­

mulación de 1 producto. 

c .2.4.) Un método poro la recuperación del producto en líquido de fermentación -

al final del ciclo de fermentación. 

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

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

c.3. l.) Fuentes energéticas. 

Distintos tipos de carbohidratos no solo contribuyen con átomos de Car~ 

no, sino sirven como la mejor fuente de energía en la fermentación . 

Es de notarse, que un buen número de materiales de desecho pueden uti­

lizarse con este fin, por ejemplo, jugo de tallos de espárrago, suero de queso, des-
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perdic ios del enlatado del maíz y calabaza, desperdicios de c Ítr icos, 1 icor sulfítico, 

vi nasa, etc. 

La concentración de sustrato para crecimientomicelial varía ampliamen­

te despendiendo del organismo y de la pureza de la fuente de carbohidrato. En al­

gunos casos, solo una fracción del carbohidrato total presente en el sustrato puede -

ser utilizado por el micelio. En general, las concentraciones de carbohidrato puri._ 

ficado están en el rango de 2 a 10 % y es generalmente el componente del medio -­

más utilizable. 

c.3.l.l.) Melaza 

Es la fuente de carbohidratos más barata; es un sobproducto de las indus­

trias azucareras del máiz, remolacha y caña. Las melazas san las 11 aguas madres 11 

de las cuales se ha removido por cristalización la mayor parte del azúcar. Su com­

posición varía no solamente de ingenio a ingenio sino de año a año. Si la produc -

ci Ón de células es el único factor a considerar, esta variabilidad no es muy importa~ 

te, pero si este material se requiere por ejemplo, para la producción de ácido cítri­

co, la variabilidad es muy importante y afecta el rendimiento ( 12). En el cuadro -

número 3 se reporta un análisis químico de las melzas. 

c.3.2.) Fuente de Nitrógeno. 

El hongo debe tener también átomos de nitrógeno para crecer. En algunas 
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fermentaciones, se suministra adicionándolo al medio como sal inorgánica, por ejem_ 

plo, un compuesto simple y muy barato del cual el microorganismo puede extraer -

facilmente el nitrógeno es el sulfato de amonio. Normalmente se usan concentra­

ciones de menos de 0.5% a 1%, porque niveles más altos son extremadamente tóxi­

cos a muchos de los microorganismos fermentadores. En general, fuentes de nitróge_ 

no satisfactorias son sales de amonio, nitratos, proteínas, peptonas, aminoácidos, -

urea y 1 icor de cocimiento de maiz. 
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CUADRO No. 3 

ANALISIS DE MELAZAS ( como %) ( 12) 

Remolacha Caña Caña Refinada 

Sólidos Totales 78 - 85 78 - 85 78 - 85 

Azúcar Total 48 - 58 50 - 58 70 - 86 
(como invertido) 

N 0.2 - 2.8 0.08 - O. 5 0.05 - 0.25 

P205 0.02 - 0.01 0.009 - 0.07 0.03 - 0.22 

CaO 0.15-0.7 0.15-0.8 0.15 - 0.35 

MgO 0.01 - 0.1 0.25 - 0.8 0.12 - 0.25 

K20 2 .2 - 2 .45 0.8 -2.2 0.2 - 0 .7 

Si02 0.1 - 0.5 0.05 - 0.3 0.07 - 0.25 

A1
2
o

3 
0.005 - 0.06 0.01 - 0.04 0.002 - 0.01 

Fe O 
2 3 

0.001 - 0.02 0.001 - 0.01 0.001 - 0.005 

c 28 - 34 28 - 33 28 - 36 

Cenizas Totales 4 - 8 3.5-7.5 1 .8 - 3 .6 
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c.3.2.1) Licor de Cocimiento de Maíz. 

Es probablemente lo fuente de nitrógeno más universalmente usado , es un 

subproudcto de lo obtención de glucosa y almidón o partir del maíz que al se ' trota-

do con solución diluída de S0
2 

extrae del grano materiales nitrogenados, minero -

les y vitaminas; este líquido se concentra por evaporación o 50 -55% de sólidos t~ 

tales (11). En el cuadro número 4 se reporto el análisis químico del Licor de Coci-

miento de Maíz. 

c.3.2.2.) Alfalfo . 

.... 
Lo alfalfo es un forraje muy aprec iodo por su alto rendimiento por hectá-

rea, por su fácil adaptación a muchos climas y suelos, por su alto contenido de pr~ 

teína, carotenos, minerales, y espec ialmente porque puede ser cortada repetidome~ 

te, lo que do un suministro seguro durante un período bastante largo del año (13). 

c.3.2.3) Cola 

Es un producto nitrogenado amorfo obtenido de residuos animales. Es --

producida por una sustancia llamada colágena que por una larga cocción con agua-

dan soluciones de cola, es decir, todas las porciones membranosas del cuerpo animal 

y la ose Ína que es la sustancia orgánica de los huesos que queda después de tratar a 

estos con ácidos diluídos, en particular al HCJ . 

Los componentes de la cola de carpintero común y corriente son la gluti-
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no (gelat ina libre de todos los mezclas) y lo condrino (de cart íl agos) , as í como -­

sus productos de descomposición . Aunque su estructuro es desconoc ido se cree que 

contengo grupos de unidades polipeptídicos (14). Esto es uno formo orgánico com_ 

piejo de nitrógeno, subproducto de otro industrio, cuesto considerablemente más­

que los soles que contienen nitrógeno; pero tiene lo ventaja de suministrar al mi­

croorganismo con varios paquetes preconstruidos conteniendo nitrógeno , toles como 

aminoácidos y ácidos nucleícos, junto con vitaminas y otros estimulantes del crec i­

miento. 

c.3.3) Minerales y Elementos Trozo 

Humfeld (15) establece que los elementos P, K, S, Mg, Ca, Fe, Mn, -

Zn, Cu y Co son importantes poro el crec imiento de c iertos hongos; además compre:_ 

bó que lo concentrac ión de soles inorgánicos en el medio debe ser 1 imitado o n!._ 

veles requeridos poro el crecimiento y poro prevenir e l desarrollo de un sabor amor­

go en el micelio de Agoricus compestris . Sin embargo, lo concentración de const!._ 

tuyentes inorgánicos específicos en el medio de crecimiento puede variar consider~ 

blemente cuando se incorporan al medio materiales orgánicos complejos de compo­

sición variable, toles como melazas o 1 icor de coc imiento de maíz . 
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CUADRO No. 4 

COMPOSICION DEL LICOR DE COCIMIENTO DE MAIZ (como% p/ v) (12) 

CONSTITUYENTE MUESTRA A MUESTRA B 

Sólidos Totales 52 50.7 

Nitrógeno Total 4.3 3.7 

Acidez como ácido láctico 15 17.4 

Azúcares Reductores 1 ibres 5.6 

Azúcares Reductores Totales 6.8 ~0.2 
(después de hidrólisis) 

Dióxido de Azufre 0.067 

Cenizas 7 .9 

Gravedad específica 1.25 l.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 

Alanina 

Arginina 

Acido Glutómico 

Leucina 

Prolina 

lsoleucina 

Treonina 

Valina 

Fenilalanina 

Metionina 

Cistina 

% DE NITROGENO 

J.25 

8 

8 

6 

5 

3.5 

3.5 

3.5 

2 
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c.3.4.) Temperatura. 

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

22 a 32° e, es de gran importancia encontrar la temperatura más adecuada para ca­

da uno, ya que de ello depende la obtención de velocidades mayores de crecimien­

to y por lo tanto mejores rendimientos . 

c.3.5.) E!:!_ 

El rango de pH más favorable para la mayoría de los hongos está entre 5 y 

7; el uso de un pH ligeramente ácido es aconsejado para inhibir la contaminación -

bacteriana (15) • 

En general, cuando se usan sales de amonio como fuente de nitrógeno, el 

pH disminuye durante e l creci miento micel ial como resu ltado de la asimilación del -

ión amonio y los efectos consecuentes de aniones ácidos libres del medio tales como 

cloruros, sulfatos o fosfatos, y porque la mayoría de los microorganismos producen -

cantidades considerables de ácidos orgánicos de los azúcares del medio. Si estos -

ácidos no son neutralizados, el medio se vuelve tan ácido que detiene el crecimien 

to de los microorganismos antes de alcanzar el rendimiento máximo. El limite infe­

rior de estos valores de pH depende de la acción amortiguadora de los constituyen­

tes del medio y del micelio ( autólisis ); por lo crual el carbonato de calcio tiene un 

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

bios en la acidez. 
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c.3.6) Aireación y Agitación . 

Desgraciadamente, solo unos cuantos reportes especifican los condicio -

nes de aireación y agitación empleados en el cultivo de micelio de hongos, yo que 

es difícil reproducir el resultado de otros experimentos o elevar lo escalo de los da­

tos de laboratorio o operaciones de planto - piloto y operaciones o escalo comercial, 

cuando los proporc iones de aireación se don en términos cualitativos toles como suave 

o intenso, o aún en términos de volúmenes de aire por volúmen de medio por unidad 

de tiempo. 

Idealmente, se debería especificar lo geometría del recipiente y los pro -

porc iones de oireoc ión expresados como mM 0 2 por 1 itro por hora (16). 



MATERIALES Y METODOS 
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DIAGRAMA No. l 

DIAGRAMA GENERAL DEL DESARROLLO DEL TEMA 

Pleurotus ostreatus 

Selección pre iminar de los diferentes medios ( por 
rendimiento e inconvenientes económico - funcio­
nales 

Determinación de nitrógeno de 
las materias primas de los me­
dios de cultivo. 

Producción de micelio por comparación de los 
medios seleccionados. 

or rendimiento consumo de azúcar 

MICELIO 

Parte 
Experimenta 1 

Nitrógeno Total 
( N x 6.25 = Proteína } 

Análisis de 
Aminoácidos 

Comparación con diferentes proteínas y 
con la proteína ideal de la F.A.O. 
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Material Biológico : Cepo de Pleurotus ostreotus 

Equipo: 

Cristalería en general 

Matraces Erlenmeyer de 300 mi . bofl eodos según Solomons ( 12 ) 

Equipo para Microkjeldohl 

Autoclave Marsh lnstrument Co. (160° C - 1.5 Kg. /cm2) 

Balanza Analítica Mettler 

Potenciómetro Beckmann con electrodo de vidrio 

Agitador Rotatorio Leland Motor de 24 matraces 

Cutler - Hommer de 40 matraces 

Bombo de vacío H. O. Velmon 

Prensa Hidráulica 

Estufo Robertshaw (0° - 300° C ) 

Baño María. Precission Se ientific Co. (l l 5 volts - 2000 watts) 

Centrífuga Wifug (O -9000 r.p.m.) 

Microscopio Ernest Leitz Welzlor 

Licuadora Osterizer 

Separador Westfalia 12,000 r.p.m . 

Autoonalizodor de .Aminoácidos: Beckmonn Mod. 116. Automático 
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MEDIOS DE CULTIVO 

1.- MEDIO DE CONSERVACION 

Licor de Cocimiento de maíez. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2°/o 

Harina de Soya............................................. 2°/o 

G 1 ucosa . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2°/o 

Agar.................................. ...... .... .... ...... 2°/o 

Agua destilada c .b.p . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . l 00 mi. 

pH 5.6 

Esterilizar a 121° e durante 15 min. 

11.- MEDIO DE PROPAGACION --- -------

Melaza..................................................... 5% 

Licor de Cocimiento de Maíz.................................. 1% 

Sulfato de Amonio............................................ 0.2°/o 

Carbonato de Calcio........ .. ..... . .......................... 0.5% 

Agua de Mar l : 3 c.b.p. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 100 mi. 

pH = 5.6 

Esterilizar a l21°C durante 15 min. 
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MEDIOS DE FERMENTACION 

Los siguientes medios de fermentación se preparan con melaza 1 impia (L) 

dando un rango de 1 .4 - 1.8 g% de sacarosa determinados como azúcares reducto-

res y 1500 mg de Nitrógeno por 1 itro (17). 

(L) La melaza nor-mal se diluyó con agua destilada hasta una densidad de 

-: 70°Brix, se colocó en un recipiente adecuado para ser autoclaveada durante 15 -

o 
minutos a 121 C con el fin de precipitar impurezas; una vez fría se colocó en el s~ 

parador de donde se recolectó un 1 íquido que se ajustó a 6ü° Brix. 

111.- MEDIO DE COLA 

Licor de Cocimiento de Maíz ..............••..• . ....••...•.••. 1% 

Carbonato de Calcio •.•.•. . ..................•...•.........•. 0 . 5% 

Melaza (L) ...•..•.•..•...•............•...••.•••.••.•...... 4.1 mi. 

Cola (seca 2 Hs. a 9o" C) ....................••.............. l • 00/o 

Agua de Mar 1 : 3 e .b.p .......................• . •••....••.. 1QO mi. 

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 baño -

maría. 
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IV. - MEDIO DE SULFATO DE AMONIO ---- ---

Licor de cocimiento de Maíz • .•. • • . . .. ..••. . .• .. . . . .. •... .. . 1 % 

Carbonato de Calcio . • . . ...•. • •...•.. • ....• . ........... . . • . 0 .5 % 

Melaza (L) .•..••••.. • • • •••••.•••••.• . .• • • • .• . .•. . • . .••• . . !4. l mi. 

Sulfato de Amonio ........ . ..... . ... . ... · ..... • .. .• ......... o. 7078"/o 
(Seco ci 200° C por 3 Hs) 

Agua de Mar l : 3 c.b.p •.•.•..•.• . .. . ..... .•. .... . ....... • 100 mi. 

pH = 5.6 

Esterilizar a 121° C por 15 min. 

V.- MEDIO DE ALFALFA (de forraje) 

Licor de Cocimiento de Maíz . . . . ... . .. ........ .. . ... . .. . . .. . 1 % 

Carbonato de Cale io .... • • . •.•.• • .... . .. . .. .•.. • .. .. ..•• ..• 0.5 % 

Melaza ( L) .. . ...•. •• •.•••.•••••..•.....•...• . • . . •. •.... · .. 4.1 mi. 

o 
Alfalfa (Seca a 70 - 80 C por 2 hs. 

62. 2 % de humedad) .•• • .• , .. . ... . ..... . . .. ... . .... . 4 % 

Agua de Mar l : 3 c .b.p •.••••.••••.... • . ..•... • ...•. . .... . . 100 mi. 

pH = 5 .6 

Esterilizar a 121° C durante 15 min. 

La alfalfa se seca y se pulveriza en mortero. 

,,,..--
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VI.- MEDIO DE ARROZ 

Licor de Cocimiento de Maíz . ...... ... ....... .... . ......•. 1% 

Carbonato de Calcio ....•.............. . .... •••.•• . .. .... 0.5 % 

Melaza (L) .....•....•... .... ...... . .. ... .. • .. . ......... 4.1 mi. 

Arroz quebrado (Seco a 70 - 80° C 2 hs .) ..... . .•. ......•.. 

Agua de Mar l : 3 c.b.p ............... . ......•••• .. ...•. 100 mi . 

pH = 5 .6 

Esterilizar a l21°C dur~nte 15 min. 

(R) Sin tomar en cuenta su contenido de nitrógeno . 

Se pulveriza antes de secarse . 

VII.- MEDIO DE LICOR DE COCIMIENTO DE MAIZ 

Licor de Cocimiento de Maíz .. . .... . ........ •.••.•.•. .... 3.4% 

Carbonato de Calcio •................•......••..•..•.••. 0.5% 

Melaza (L) .....•..•.................... . ..•.......••.• 4.1 mi . 

Agua de Mar l : 3 c.b.p . .... ..... .. . ...... .••••••. .... • 100 mi. 

pH = 5.6 

Esterilizar a 121° C durante 15 min. 

Tiempo de incubación máximo: 5 días (Medios del 111 al VII) 
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Los siguientes Medios de Fermentación se preparan con melaza normal --

pura (P), que da un rango de 4.5 - 6.0 g% de sacarosa ( 19) determinados como az~ 

cares reductores y aproximadamente 1500 mg de Nitrógeno por 1 itro ( 17). 

VllL- MEDIO DE COLA 1% 

Licor de Cocimiento de Maíz ...•.•..... . •............. 1% 

Carbonato de Calcio .•....•........................... 0.5 % 

Melaza (P) .......................................... . 10% 

Agua de Mor l : 3 c . b. p. . ........................... . 100 mi. 

Cola ........................... ····················· 1% 

pH • 5.6 

Esterilizar a 121º C durante 15 min. 

la cola se disuelve en parte del agua de mar l : 3 en baño maría. 

IX.- MEDIO DE COLA 2.5 % 

Licor de cocimiento de Maíz ...•......................•.. 1% 

Carbonato de Calcio .....................•. · ............ . 0.5 % 

Melaza (P) •••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 10% 

Cola (Seca a 90° C por 2 hs. ) ..•..............•......... 2.5 % 

Agua de Mar 1 : 3 c .b.p .............................. . 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 l : 3 en baño moría. 

X. - MEDIO DE ALIMENTO PARA GANADO 

Licor de Cocimiento de Mo Íz ........... . ......• . ...• . .....• 1% 

Carbonato de Calcio ••....................•... . ....•..•.•• 0.5 % 

Melaza (P) •••••••••••••.. .. ..•••••••••••••••• • ••• ••• •••• 10% 

Ali mento para Ganado, .•... . ..•.......•.. . ...•. •. .•.• . . .. . 2 % 

o 
(Seco a 90 C por 2 hs.) 

Agua de Mar 1 : 3 c.b.p. 100 mi. 

pH = 5.6 

Esterilizar a 121° C durante 15 min. 

XI. - MEDIO DE ALFALFA FRESCA 

LicOI" de Cocimiento de Maíz .......•.......•....•......... 1% 

Carbonato de Calcio •.•.•............••..•.........•...•. 0.5% 

Melaza (P) .••.•.••.•.•........ . . . ...........•.•.. • .•..• 10% 

Alfalfa Fresca •.•••••...•.......••.••.......••.....•.... 8% 

Agua de Mar 1 : J c .b.p. 100 mi. 

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

La alfalfa fresca se corta en pequeños trozos y se licúa con un volumen pe -

queño de agua de mar l : 3. 

Tiempo de incubación 10 a 30 días. 

XII.- MEDIO DE JUGO DE ALFALFA 5 % 

Licor de cocimiento de Maíz ••••••••......•.•....... •...••. 1% 

Carbonato de Calcio ........••........ •. .•.•......•.•..... 0.5 % 

Melaza (P) .....••.•••..•••••••.•.••.•.•.. ..•..•••..•.•• • 10% 

Jugo de Alfalfa .•.•..•...•••••..............••• .•.•. •••••. 5 mi. 

Agua de Mar l : 3 c.b.p •••••....•...•.•.•.•..•...••..••.• 100 mi. 

pH = 5.6 

Esteri 1 izar a 121° C durante 15 min. 

El jugo S9 obtiene exprimiendo la alfalfa fresca en una prensa hidráulica. 

XIII. - MEDIO DE JUGO DE ALFALFA 20 % 

Licor de Cocimiento de Maíz 1% 

Carbonato de Calcio ......••••.....•• •...• .......... .••• •. 0.5 % 

Melaza (P) •••••••••••••••••••.••••••••••••.•••••••••••.• 10% 

Jugo de Alfalfa .•••.••.•••••........•.••.••.•.......•..•• 20 in.I. 

Agua de Mar 1 : 3 c.b.p. 100 mi. 
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pH = 5 .6 

Esteri 1 izar a 121° C durante 15 mi n. 

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

Tiempo de incubación hasta 1 O d Íos ( Medios de 1 VII al X 111 ) 

XIV.- MEDIO DE ALFALFA FRESCA -COLA 

Licor de Cocimiento de Maíz.............................. l % 

Carbonato de Calcio • . . • . . . . . . . . . . . . . • . • • • • • • • . • . • . • • . • . . 0.5 o/o 
' 

Melaza (P) ••..••••• ~ .. • • • • • •• • . . • • . • • • • • • • • • . • •• • . • • • • . . 10 % 

Alfalfa Fresca . . • . . . . . . • . . • • • • • . . • • • • . . • • . . • . • . . . • • . . • • • • 4 % 

Cola . . . • • ••. • • .• . • . • • . . . . • . . . • . . • . . . . . .. . .. . . . .. • . . .. •. 0.5 % 

Agua de Mar l: 3 c.b.p. . • ... . .. .. .. . .. . . . • .• .. .... • • .. •. 100 mi. 

pH = 5 .6 

Esteri 1 izar a 121° C durante 15 mi n. 

La cola se disuelve en parte del agua de mar l : 3 en baño maría, y la al-

faifa fresca se corta en trozos pequeños y se muele en licuadora con una pe-

queña cantidad de aguo de mor l : 3. 

XV.- MEDIO DE JUGO DE ALFALFA - COLA 

Licor de cocimiento de maíz .•.•...•..•.•............•••••• 1% 

Carbonato de Calcio .....••••...•....•.•..••..•••.......• 0.5% 
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Melaza (P) .•.• • ••.•....•.•...... • .... • . . • .•.•• . 10 % 

Jugo de Alfalfa ..•....•.•..•.••......•..•...•••. 10 mi. 

Cola ..•..•••.•.•........•....••..•.••••.••••... 0.5 % 

Agua de Mar 1 : 3 c .b.p ••.•......•.•..•.•.••.•.•• 100 mi. 

pH 5.6 

Esterilizar a 121° C durante 15 min. 

El jugo se obtiene exprim endo la alfalfa fresca en una prensa hidráulica. 

La cola se disuelve en parte del agua de mar 1 : 3 en baño maría. 

Tiempo de incubación hasta 30 días (Medios XI, XIV y XV}. 

XVI.- MEDIO DE BAGAZO DE CAÍ\íA 

Licor de cocimiento de maíz .••.•.••.•.•••..•.••••••• 1% 

Carbonato de Calcio ••.••••••..•.•.•.•••••••.•.•...• 0.5% 

Melaza (P) .•.•••••.•.•..••••••.•.•..•.••.•••.•••.• 10% 

Bagazo de Caña ••••. • ••••••••.•.•..•.••••••••.•••.• 1% 

Agua de /IAar 1 : 3 c.b.p •••.••.•••.•..•••..•••••..•• 100 mi. 

pH = 5.6 

Esterilizar a 121º C durante 15 min. 

El bagazo de caña se micropulverizó. 
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XVII.- MEDIO DE ASERRIN 

Licor de Cocimiento de Maíz ... .. ..•....•..••.••••••..• 1% 

Carbonato de Calcio .••..•.... • ....•.•..•••••..•..• . .•• 0 .5% 

/IAelaza (P) ..•...•...••••.•......•.•.••••••••..•••..•. 10% 

Aserrín •••....•..•.•.......• , .... , •.••...• • ••. • .•..••• 1% 

Agua de Mar 1 : 3 c .b.p . . .. . ......... . ... • . . . • • .. . .. . . 100 mi . 

pH = 5.6 

Esteri l izar a 121º c durante 15 min . 

XVIII . - MEDIO DE CONEJAZA 

Licor de Coc imiento de Maíz . . . . . .. . . . ••.. •• • . • . •• •• • .• 1% 

Carbonato de Calcio • . •.• •... .•. • . • ••••• . . • . • . . •. • •• •• 0.5 % 

Melaza (P) .•••••... • ••.• • .•.. •.. . . • • . • ...• • .•. . . • • •• 10 % 

Conejaza • • • • • • .•..• •• .•.. . ....• . •.•• • . . •• . ..••• •.• • • 1% 

Agua de lliar 1 : 3 c .b . p .. . ..... . ........ , ..... .. ... • . 100 mi. 

pH = ·5.6 

Esterilizar a 121° c y durante 15 minutos . 

XIX. - MEDIO DE PAPEL PERIODICO 

Licor de cocimiento de maíz . • . . . . . • • • . • • . • . • • • • • • • • • • • 1 % 
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Carbonato de Calcio ....................••..••.........•. 0.5 % 

Melaza (P) .•...••...•..•.........•..................... 10% 

Papel Periódico .•....•....•...••...•....••.......•.•••.• 0.5 % 

Agua de Mar l : 3 c • b. p. . •.......... .. .. • .....•.•....... 100 mi. 

pH • 5 .6 

Esterilizar a 121° C durante 15 min . 

el papel periódico se micropulverizó. 

XX.- MEDIO DE ALMIDON 

Licor de Cocimiento de Maíz . . • • • • • • . • • . • . • • • • . . . . . . . . • • • . l % 

Carbonato de Calcio . . . • . • . . . . • . • . • . • • . • . • . . . . • . . . . • • . • . • 0.5 ºfc:, 

Melaza (P) . • . • .• • • • . • . • . . • . • . • • • . . . . . . . . . • . • • . . . . • . • • • • • l O o/o 

Almidón • • . • • . • . • • . • • • . . . • • • • • . . . . . • • . • . • • . • . • . • • • . . • • • • l ºfc:, 

Agua de Mar l : 3 c.b.p. • • . . . . . . • • . • . • . . . • • . • . . • . . . • • • . • • 100 mi. 

pH = 5 .6 

Esterilizar a 121° C durante 15 min. 

Tiempo de incuboción hasta 10 días (Medios del XVI - XX). 
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METODOS ANALITICOS 

DETERMINACION DE NITROGENO TOTAL 

Se hizo por el método de Microkjeldahl (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 

3. - Hacer lentamente la digestión. 

4.- Lavar el aparato de destilación después de cada determinación. 

DETERMINACION DE AZUCARES REDUCTORES TOTALES. 

La determinación de azúcares reductores totales, prev ia hidrólisis con -

HCl concentrado (19) se llevó a cabo por el método de Underkoffler (20), que por 

muchas investigaciones su reactivo y procedimiento se han encontrado enteramente 

satisfactorios para el análisis de rutina de azúcares reductores en medios de fermen­

tación. 

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

nar un máximo de 11 mg de azúcar en 5 mi. de solución. 

REACTIVOS 

1.- Una solución conteniendo 12 .5 % de KI y 25 % de K2C
2
04. H20 
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2. - Una solución de H
2

SO 
4 

7.5 N 

3. - Solución estándar de Na
2

S 
2 

O 
3 

0.05 N 

4.- Solución indicadora de almidón al 1 % en solución saturada de NaCl. 

5. - Reactivo U/G (Underkoffler - Guymon) 

REACTIVO U - G 

Componentes Peso en g/I itro 

CuS04 . 5 H20 .. ..•.•..... • · · • · · · · · • · · · · · • · 

NaKC H 0
6 

(Sal de Rochel la) .. . .......... . . 
4 4 

Na CO (anhidro) . . .•••••••••..... .........• 
2 3 

KI ....•......•..•..•.•••.•........•..•..... 

Na2SO 
4 

(anhidro) . •• •••• • •• •••.. . .•..•...••. 

KI0
3 

(exactamente) ••. . . ... •.... . .•.... .... . 

37.5 

125 .0 

53.0 

1.0 

50.0 

3.56665 

NoOH Solución saturada para ajustar en el potenciómetro el 

pH o 9 .48 

PROCEDIMIENTO. 

Se toman con pipeta volumétrica 5 mi. de react ivo U - G y se colocan -

en tuvos de ensaye de 25 x 10 mm.; se colocan 5 mi. de la solución problema den -

tro del tuvo mezclando con agitación. Se tapa el tubo con un tapón de hule provi~ 

to con un pequeño tubo capilar. En este caso, se modificó la técnica, usándose fra~ 

cos de vidrio de 250 mi. de capacidad con un tapón de rosca de bakelita, el cual-
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se inserta girándolo ligeramente; utilizando l mi. de solución pr-oblema neutral iza­

da y 4 m l. de agua destilada. 

Los frascos se colocan en un baño de agua a ebullición por 30 min. Se -

enfrían por inmersión en agua gría a ± 30º C. Se adicionan 2 mi . de la solución -

de KI - K2C204 y se mezcla por agitación. Cuidadosamente se adicionan 2 mi. de 

H2S04 7 .5 N resbalando lentamente por las paredes para evitar el desprendimien­

to de C02que significaría pérdida de yodo. Según Underkoffler, el mejor método­

para ello es inclinar el tubo de manera que el líquido forme una superficie lo más­

grande posible y entonces permitir que el ácido resbale por las paredes y mezclar­

ligeramente en esa posición hasta una evolución violenta de C02, siendo esta una 

de las razones por las cuales se usaron los frascos mencionados. Se deja el tiempo­

necesario para permitir la disolución total de óxido cuproso y la clarificación de la 

solución. Finalmente, el exceso de yodo es ti tulado con la solución de - -- - - -

Na2S203 0.05 N usando el indicador de almidón cerca del punto final. Por ser -­

inestables las soluciones de Na2S203 menores de 0.01 N (22), esta solución se va 

lora diariamente. 

Para obtener una equivalencia directa de los mi. de Na2S203 gastados­

en la muestra problema a mg por mi de azúcares reductores del pr-oblema es necesa­

ria la construcción de una curva estándar, para lo cua 1 es necesario determinar un 

blanco que se corre de la misma manera utilizando l mi. de a~a como problema. -

Esta curva fue preparado uti !izando sacarosa hidrol izada y neutralizada. 

Para obtener una curva de pendiente positiva, los mi. de Na2S203 gas­

tados en el problema son restados a los mi. de Na2S203 gastados en el blanco. 



DIAGRAMA GENERAL DEL METODO DE TRABAJO 

A Medio de Conservación sólido en tubos. 

8 - 1 días 

B Medio de Propagación en matraces lisos 

7 días 

D lnóculo ( 10%) 

Primer pie de Cuba en matraces bafleados 

3 días 

lnóculo ( 10%) 

E Fermentación Final en matraces bafleados 

5- 30 días 

El contenido de cad matraz se remueve cada 24 hs. 

c e n t r i f, u g a r 

Sobrenadante Decantar · Sedimento + HCI 

Hidrolizar 
1 

Centrifugar 
1 

Enfriar 
1 2 veces 

Sedimento + H20 
1 

Neutralizar 

1 
( lavado ) Centrifugar 

1 
Aforar Seca Micelio 

F Azúcares G Pesar 
reductores 

.1 I ' 
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METODOS DE TRABAJO 

A.- Conservación de la .cepa. 

Con el fin de mantener el cultivo vivo, puro y en crecimiento típico y -

reconocible ( 23 ); se prepara el medio 1, se distribuye en tubos de ensaye de 15 x -

150 mm. inclinándose después de su esterilización; una vez sólidos y probada su es-

terilidad incubándose en estufa a 28° C por 24 hs. mínimo, se inoculan con una asa-

da de. la cepa, se incuban a 28° C durante 8 - 10 días. Haciéndose una resiembra-

mensual. 

B. - Preparación del inóculo 

Se prepara el medio 11 y se coloca en matraces Erlenmeyer bafleados eri -

o 
cantidades de 50 mi., se controla su esterilidad incubándose en estufa a 28 C por -

24 hs. Mínimo. Los matraces se inoculan con V.árias asadas obtenidas de los tubos -

anteriores y se incuban en agitación durante 7 días. Esta forma de inoculación es -

factible en este caso porque es a nivel de matráz; ya que es difícil obtener grandes-

cantidades de inóculo para fermentaciones industriales con hongos filamentosos, de-

bido a que el estado vegetativo de estos hongos consiste de micelio cuyas hifas están 

entrelazadas formando una mosa de tejido compacto. Por lo cual generalmente se ut!._ 

liza como inóculo de estas fermentaciones una suspensión de esporas, ya que frecuer:!... 

temente son unicelulares y pueden ser dispersadas a través de grandes cantidades de-
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medio de fermentación ocasionando esto muchos focos de inóculo (24). 

C.- Preparación del medio de fermentación (Medio 111 al XX). 

Según Humfeld (25) el micelio seco se obtiene con mayor contenido de -

nitrÓgeno cuando el medio de crecimiento le provee mayor cantidad del mismo, por 

lo cuol se vió la necesidad de determinar el contenido de nitrógeno par el Método­

de Microkjeldohl en: cola, alfalfa, arroz y alimento para ganado; de las otras sus­

tancias usadas como fuente de nitrógeno, se conocía su valor; comprobando esos re­

sultados con la determinación de harina de soya y gérmen de trigo de valores conoc.!_ 

dos por el mismo método. 

Se prepara suficiente cantidad del medio en estudio paro distribuirse 50 -

mi. en cada matráz de los necesarios para destinar 3 de ellos como Pie de Cuba que 

servirán de inóculo para los matraces restantes que están destinados para la fermen­

tación final. lo esterilidad de todos ellos fué previamente controlada en estufa a -

28° e por 24 hs. mínimo. 

D.- Inoculación. 

El uso de esperas como inóculo es un método insuficiente si se desea una 

fermentación rápida (porque las esporas deben crecer y germinar). Una técnica de­

inoculación mucho mejor es empleando una suspensión de trozos de micelio vegetat.!_ 

vo que ha sido fragmentado bajo condiciones estériles (24). El inóculo así 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 mi. de inóculo (10%) que se descarga en la pared del matráz con el­

medi o de fermentación. 

E. - Fermentación Final. 

Para tener mayor confiabilidad en los resultados y previniendo el riesgo-

ª una contaminación, se inoculan los matraces por duplicado de la manera anterior­

mente descrita, se colocan en la máquina agitadora y se incuban a una temperatura­

de 28° C. Inmediatamente se retiran 2 de los matraces inoculados que servirán como 

testigos y 2 cada 24 hs. El contenido de cada matráz se centrifuga a 4, 000 r. p.m. -

durante 20 min., se decanta y se determinan azúcares reductores totales en el sobren~ 

dante. El sedimento, constituí do por micelio y esporas es conservado para la deter -

mi nación de la biomasa. 

F. - Determinación de Azúcares Reductores Totales 

F.1) Hidrólisis 

Para esta determinación es necesaria una hidrólisis previa con HCl (19) -

(26) para lo cual el sobrenadante se coloca en un matráz Erlenmeyer de -



45 

125 mi. adicionándosele l mi. de HCl concentrado y se calienta a 70°C 

durante 10 min. 

F 2) Inmediatamente se enfría en agua. 

F .3) Se filtra, ya que este proceso provoca turbiedad en el 1 íquido y una el~ 

rificación es recomendada para mayor precisión (20). 

F .4) Neutral izar el papel tornasol con solución de sosa. 

íF.5) Aforar una alícuota de este líquidoaun volumen cuya concentración -­

quede dentro de la sensibilidad del método. 

F .6) Determinar azúcares reductores en esta solución por el método de Under­

koffler. 

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

pasos F.l a F .6 

G.- Micelio Producido. 

G .1) El sedimento se suspende en solución de HC l 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 sobrenadan 

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 centrifµgación. 
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a vacío la suspensión. 

il sedimento a 50 - 60° e por 60 min. 

1 sedimento ( Micelio + residuos sólidos no fermentados). 



RESULTADOS Y DISCUSION 
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MATERIA PRIMA (%) NITROGENO (%) 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. Composición de nit rógeno t_proteína (N x 6.25) de las materias -

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

MEDIO DE (%) % 
CULTIVO N ITROGENO TOTAL PROTEINA 

Conservación (1) 2.3 14.375 
(1 , 280 mg/I itro) 

Cola 1 % (VIII) 6.32 39.5 
(1 , 500 mg/ 1 itro) 

TABLA No. 2. Contenido de ni t rógeno l. proteína (N x 6.25) del micelio de 

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

do de nitrógeno. 



Horas Rendimiento de Micelio Eficiencia Protéica 
de g .de micelio por Proteína g/100 g. de 

Cultivo Sacarosa (%) 100 g. de sacarosa Sacarosa 

Inicial Utilizada g/litro Inicial Utilizada ( % ) Inicial Utilizada 

o 1.866 o l.5 

24 l .866 0.716 3 .55 19.02 49.5 39.5 751 1955 

48 l .866 l .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 l .866 l .516 18.058 96.7 119. l 39.5 3819 4704 

120 l .866 l .446 19.316 103.5 133.5 39.5 4088 5273 

168 l .866 l .329 19.878 106.5 149.5 39.5 4206 5905 

TABLA No . 3. Rendimientos de micelio de Pleurotus ostreatus y Eficiencias de utilización del Medio de Cola 1% ( 111 ) . 



Horas Rendimiento de Micelio Eficiencia protéica 
de g. de micelio por Proteína g/lóó 9 • de 

Cultivo Sacarosa ( % ) 100 g. de sacarosa sacarosa 

Inicial Uti 1 izada g/I itro Inicial Utilizada ( % ) Inicial Utilizada 

o 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 498G 

96 1.421 1.212 15.695 110.4 129 .4 39.5 4360 5111 

120 1.421 1.057 6.142 43.2 58.1 39.5 1706 2294 

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

Amonio (IV). 



Horas Rendimiento de Micelio Eficiencia protéica 
de g. de micelio por Proteína g/1oo g. de 

Cultivo Sacarosa ( % ) - l 00 g. de sacarosa sacarosa 

Inicial Utilizada g/I itro Inicial Utilizada (%) Inicial Utilizada 

o 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 Q681 33.16 205 536 39.5 8101 21191 

TABLA No. 5. Rendimientos de micelio de Pleurotus ostreatus y Eficiencias de utilización del medio de Alfalfa de 

Forraje ( V). 



Horas Rendimiento de Micelio Eficiencia Protéico 
de g. de micelio por Proteína g/100 9. de 

Cultivo Sacarosa ( % ) 100 g. de saco rosa soco rosa 

Inicial Utilizado gil itro Inicial Utilizado ( % ) Inicial Utilizado 

o 3.25 3.66 

24 3.25 0,25 l. 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. l 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 ostreotus y Eficiencias de utilización del medio de Arroz. (VI) 



Horas Rendimiento de Micelio Eficiencia protéica 
de g. de Micelio por 100 g. Proteína 9'7100 g, de 

Cultivo Sacarosa ( % ) de sacarosa sacarosa -
Inicial Utilizada e/litro Inicial Utilizada ( % ) Inicial Utilizada 

o 1.516 2.03 

24 l .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 l .516 0.891 6.780 44.7 76.0 39.5 1765 3002 

96 l .516 0.966 8.860 58.4 91.7 39.5 2306 3622 

120 1.516 0.904 11.54 76. l 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 utilización del medio de Licor de 

Cocimiento de f.Aaíz (VII). 



Horas Rendimiento de Micelio . Eficiencia Protéica 
de g. de micelio por 100 g. Proteína g;100 9 .de 

Cultivo Sacarosa de sacarosa sacarosa 

Inicial Utilizada s/litro Inicial Utilizada (%) Inicial Utilizada 

o 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 Utilización del Medio de Cola 1% (VIII)· 



Horas Rendimiento de Micelio Eficiencia Protéica 
de g. de micelio por 10Óg. Prote Ína g/100 g. de 

Cultivo Sacarosa ( % ) de sacarosa sacarosa 

Inicial Uti 1 izada g/litro Inicial Uti 1 izada ( % ) Inicial Utilizada 

o 4.74 1 .534 

24 4.74 0,42 6.117 12 145 39.5 474 5727 

n. 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 2.11 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 utilización del i'Aedio de Cola 1% (VIII). 

Fermentación 1 levada a cabo en matraz Erlenmeyer normal. 



Horas Rendimiento de Micelio Eficiencia Protéica 
de g • de mi ce 1 i o por 1 00 g . Proteína g/1009. de 

Cultivo Sacarosa ( % ) de sacarosa sacarosa 

Inicial Utilizada g/litro Inicial Utilizada (%) Inicial Utilizada 

o 4.4 1.204 

24 4.4 0,66 6.192 14 93.8 39,5 553 3705 

72 4¡4 3.4 6.556 14.9 19.2 39.5 588 . 758 

120 4.4 3.9 2.952 6.7 7.5 39.5 264.6 296 

168 4.4 3.87 3.513 7.9 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 Utilización del medio de Cola 2.5% (IX)· 



Horas Rendimiento sle Micelio Eficiencia Proté ice 
de g. de micelio por 1 OOg. Proteína g/100 g. de 

Cultivo Sacarosa ( % ) de sacarosa sacaroso 

Inicial Utilizada g/litro Inicial Utilizada (%) Inicial Utilizada 

o 4.5 2.794 

24 4.5 l.44 4.132 9.1 28.6 39.5 359 1129 

72 4.5 l.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 Utilización del Medio de Alimento 

para Ganado (X ) • 



Horas Rendimiento de Micelio Eficiencia Protéica 
de g. de micelio por lÓÓg Proteína g/100 g. de 

Cultivo Sacarosa ( % ) de sacarosa sacarosa 

Inicial Utilizada g/I itro Inicial Utilizada (%) Inicial Utilizada 

o 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 utilización del Medio de Alfalfa 

Fresca (XI ) . 



Horas Rendimiento de Micelio Eficiencia Proté ica 
de g. de micelio por lOOg Prote íno S/100 g. de 

Cultivo Sacarosa ( % ) ce sacarosa sacarosa 

Inicial Utilizada g/litro Inicial Utilizada ( % ) Inicial Utilizada 

o 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 utilización del medio de Jugo de 

Alfalfa 5% (XII). 



Horas Rendimiento de Micelio Eficiencia Protéica 
de g. de micelio por lOOg. Proteína · S/100 g. de 

Cultivo Sacarosa ( % ) de sacarosa Sacarosa 

Inicial Utilizada g/I itro Inicial Utilizada (%) Inicial Utilizada 

o 4.6 4.584 

24 4.6 0.536 1.1 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 l.5 13 39.5 59 513 

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

Alfalfa 20% (XIII). 



Horas Rendimiento de Micelio Eficiencia Protéica 
de g. de micelio por lOOg Proteína 9/100 g. de 

Cultivo Sacarosa ( % ) de sacarosa sacarosa -
Inicial Utilizada g./I itro Inicial Utilizada ( % ) Inicial Utilizada 

o 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 5.7 4.928 8.21 8.6 39.5 324 432 

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

Alfalfa - Cola (XV). 



Días Rendimiento de Micelio Eficiencia Protéica 
de g. de micelio por 100 g. Prote Ína 97100 g. de 

e ultivo Saca risa ( % ) de sacarosa sacarosa 

Inicial Utilizada gil itro Inicial Utilizada ( % ) Inicial Utilizada 

o 6.0 1.853 

12 6.0 5.707 7.515 12.52 13. l 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. l 39.5 505 556 

26 6.0 5.5 7.134 11.9 12.9 39.5 470 509 

30 6.0 5.55 6.941 11.56 12.5 39.5 456 493 

TABLA No . 16. Rendimientos de micelio de Pleurotus ostreatus y Eficiencias de utilización del Medio del Alfalfa 

Fresca - Cola (XIV). 



Días Rendimientos de Micelio Eficiencia Protéica 
de g. de micelio por 100 g. Proteína 9/100 g. de 

Cultivo Sacarosa ( % ) de sacarosa sacarosa -
Inicial Utilizado g/I itro Inicial Utilizado ( % ) Inicial Utilizado 

o 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 utilización del Medio de 

Alfalfa Fresco (XI ) . 



Medio Horas Rendimiento de Micelio Eficiencia Protéica 
Número de g. de micelio por lOOg. Prote íno ;r100 g. de 

Cultivo Sacarosa ( % ) de sacarosa Sacarosa 

Inicial Utilizado g/I itro Inicial Utilizado (%) Inicial Utilizado 

111 168 1.866 1.829 19.878 106.5 149.5 39.5 4206 5906 . 
IV 96 1.421 l .202 15.695 110.4 129 .4 39.5 4360 5111 

VI 72 3.25 0.77 3.89 11.9 54.2 39.5 470 2140 

VII 168 1.516 1.054 11.946 38.7 113.3 39.5 3108 4475 

VIII 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 

XII 72 5.0 l.37 1.118 2.23 8.1 39.5 88 319 

XIII 72 6.18 0.9 2.828 6.1 31.4 39.5 240 1240 

TABLA No. 18. Máximos Rendimientos de Micelio de Pleurotus ostreotus; Eficiencias de utilización y tiempo requerido 

poro ello, de los medios seleccionados. 



AMINOACIDO 

Lisina 

Histidina 

Arginina 

Ac. Aspórtico 

Treonina 

Serina 

Ac. Glutámico 

• 
Prolina 

Glicina 

Alanina 

Valina 

Metionina 

lsoleucina 

Leucina 

Tirosina 

Fenilalaniria 

Tri ptofa no (1) 

Proteína (11) 

(f) Determinación colorimétrica. 
(11) N . X 6 . 25 

65 

% EN 
MUESTRA 

2.13 

0.96 

2.12 

3.75 

2.01 

2.23 

4.33 

1.92 

1.89 

2.57 

1.87 

0.64 

1.58 

3.31 

1.40 

6.29 

0.29 

39.50 

% EN 
PROTEINA 

5.38 

2.43 

5 ~ 37 

9 .49 

5.08 

5.64 

10.96 

4.86 

4.79 

6.51 

4.73 

1.61 

3.99 

8.39 

3.54 

15.93 

0.74 

El resto de ominoacidos determinados por cromatografía de intercambio iónico. 

TABLA No. 19. Composición de Aminoácidos en la muestra del micelio de Pleurotus 
ostreatus cultivado en el medio de Cola 1% (VIII). 



Composición ( g/100 g de nitrógeno total) 

Aminoácido Agaricus Morchella Morchella Tricholoma Pleurotus FAO ( 27) 
campestris esculenta spp. nudum ostreatus Prote Ína 

Ideal 

Alanina - 4.81 11..12 - 6 .51 
Arginina 6.49 7.95 4.32 4.63 5.37 
Ac. Aspártico - 4.97 6.02 - 9.49 
Cistina - 0.27 0.80 
Ac. Glutámico - 14.81 13.45 - 10.96 
Glicina - 2.94 2.75 - 4.79 
Histidina - 2.12 1.94 2.96 2.43 
lsoleucina 14.7 2.70 3 .45 3 .15 3.99 4.2 
Leucina 7.77 5.12 6.06 6.66 8.39 4.8 
Lisina - 3.84 5.38 6.66 5.38 4.2 
f\iieti oni na 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 
Seri na - 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 Aminoácidos de Pleurotus ostreatus con otros hongos (9). 



Cotriposición ( g/100 g de Proteína 

Aminoácido Gluten GI uten Prot. Prot. Muse. Albúmina PI eurotus 
---

de de de de Le- Zeina Gelat. de Caseína de ostreatus 
Maíz Trigo Soya va dura Buey Huevo 

Arginina 3. l 3.9 7. l 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 o.o 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 o.o 1.4 1.2 1 .5 0. 74 
Fenilalonina 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 1.1 0.35 1 .9 
Metionina 2.5 2-3 1.9 2.0 2 .4 l. l 3 .4 3.4 5 .1 1 .6 1 

Treonina 4.0 2 .7 4.2 5.5 2.5 l .7 5.0 3.8 4.0 5.08 
Leucina 25.0 7.5 6.6 73 ·º 25.0 3.6 7.7 9 .7 10.0 8 .39 
lsoleucina 5.0 3 .7 4.7 6.0 4.0 1.2 6.3 6.3 7 .1 J.99 
Valina 4-5 . 4.2 4.2 5.0 2-3 2.7 5.8 6.5 6.8 4 .73 
Ac.Glutámico 24.5 40.0 21.0 - 36.6 11.6 15.6 23.3 17 .5 10.96 
Ac. Aspártieo - - - - 3 .4 9.6 6.1 6.1 8.1 9 .49 
Glicina 4.3 7.2 - - 0.6 26.6 5.1 0.5 3.2 4 .79 
Alanina - 5.0 - - 10.0 10.4 5.0 5.5 72 .o 6.51 
Prolina - - - - 9-12 17.2 - 7-8 4-5 4.86 
Serina - - - - - 3.7 5.5 7.7 7.4 5.64 

TABLA No. 21. Tabla comparativa del contenido de aminoácidos de la roteína de Pleurotus ostreotus con algunas proteínas 
vegetalesyanimales. 28. 
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Agua de Mar y Tolerancia de los Hongos al Cloruro de Sodio. 

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

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

bemos tener en mente el costo de su preparación y de las materias primas necesarias 

para ello; ya que el costo del producto final se elevará si las materias primas utiliz~ 

das para su obtención son caras. 

Sabiendo que los microorganismos, en general, tienen en promedio un -

5% en peso de minerales ( l l) que deben estar contenidos inicialmente en el medio, 

se pensó en la utilización del agua de mar ya que contiene los minerales esenciales 

(11) para el crecimiento de los microorganismos en la proporción reportada en el cua 

dro número 8. 

El Co, Mn, Zn, Fe, B, Mo, Cu, Mg y 1 que se requieren en microcanti­

dades, también están contenidos en el agua de mar. 

En la preparación de los medios de fermentación se usó agua de mar adi­

cionada de agua de la llave en proporción l :3, debido al estudio hecho por T resner 

(30), sobre la tolerancia al cloruro de sodio de 975 especies de hongos terrestres s~ 

leccionados taxonomicamente de las clases mayores; y en el que, Los Basidiomycetes 

fueron decididamente los menos tolerantes, con más de la mitad de sus especies inc~ 

paces de crecer en más de 2°/o de NaCI • 

Debido a la predominación del NaCI en el agua de mar, se siguió el si­

guiente razonamiento: 
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Concentración total de elementos= 33,222.2 ppm. 

Peso total de elementos = 3 .32222 g% (en forma de sales) 

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

l 00"/o 3.32222 g. 
~~~~~~~~ 

90.6% x = 3.0099 g. de NaCI 

Al diluír el agua de mar 1:3 se evita la concentración limitante de 2% de 

NaCI o sea: 

Agua de mar= 3.0099 g.% de NaCI 

Agua de mar 1:3 = l .0033 g.% de NaCI. 



Elementos 

Mayores 

Elementos 
Menores 

(conc. de 1 
a 100 ppm). 

Elementos 
Traza 

(menor de -
1 ppm.) 

ELEMENTO 

CI 

Na (#) 

Mg (#) 

s (11) 

Ca (#) 

K (11) 

Be 

c 

Sr 

8 

Si 

F 

N 

Al 

Rb 

Li 

P, etc. 

Total 

70 

CONCENTRACIONES EN PPM. 

19 ,361 

10,768 

1,298 

880 

408 

388 

66 

28 

13 

4.6 

4.0 

1.3 

1.0 

1.0 

0.2 

0.1 

33,222.2 

CUADRO No . 8 . Concentración de elementos presentes en el aguo de mar (29). 
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TABLA No. 2 

En este experimento, uno de los resultados más significativos fué la com­

probación del marcado efecto que produce el contenido de nitrógeno total del me­

dio de cultivo en el micelio seco. 

GRAFICA No. 1 

La elaboración de una curva estándar de mg/ mi de sacarosa vs. mi. de -

tiosulfato de sodio 0.052 N (Gráfica 1 ) tu~ por objeto permitir una equivalencia 

directa de los mi. de tiosulfato de sodio gastados por cada muestra de medio de fer­

mentación al determinar los azúcares reductores por el Método de Underkoffler. 

Esta curva se elaboró con sacarosa, porque ésta requiere de hidrólisis ác..!._ 

da para la liberación de sus azúcares reductores y como pora estimar la eficiencia de 

fermentación por consumo de sustrato en los medios de cultivo, es necesario determ!._ 

nar azúcares reductores totales, ya que el microorganismo puede disponer en cual-­

quier momento de materiales energéticos como almidones que no se detectan como -

azúcares reductores 1 ibres, y como la fuente de carbohidratos suministrada a los me -

dios de fermentación en éstos experimentos, es de composición compleja (melaza, -

alfalfa, licor de cocimiento de maíz), también necesitan de previa hidrólisis ácida 

para la 1 iberación de los azúcares reductores totales, habiendo así mayor similitud -

en ambos determinaciones y por 1 o tanto menor error. 

Como el Método de Underkoffler requiere de muestras neutras, se tomó -­

una al Ícuota de este hidrol izado, se neutral izó y se aforó poro su determinación. Una 

vez obtenida la equivalencia por medio de la curva estándar fué necesario el empleo 
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de lo siguiente fórmula poro llegar o lo concentración original en lo muestro y obt~ 

ner una composición porcentual . 

g% de Sacarosa = mg/ml. de lo curvo x aforo 

mi de al ícuoto problema 
X Ü.] 

Como primer poso l levodo a cabo en este trabajo fué lo comporoc ión de -

rendimiento por diferentes fuentes nitrogenadas en medios de cultivo mediante uno -

fermentación preliminar en la que se estudiaron los siguientes medios: 111 al VIII, X, 

XI y XVI al XX. 

La eliminación de los siguientes medios no obstante de tener u·n rendimie~ 

. to aceptable, comparable en algunos casos con los mejores obtenidos en este trabajo 

se debió a las siguientes rozones: 

Medio de Papel Periódico (XIX): Por notarse obscurecimiento del medio 

ocasionado por la tinta, y por lo difícil separación del micelio de las partículas fi-

brosas del papel . 

Medio de Aserrín (XVII ): Por el problema funcional que se presenta po-

ro la separación del micelio de las partículas de aserrín no metabolizadas, yo que -

quedan englobadas en el micelio. 

Medio de Bagazo de Caña (XVI ): Por la misma razón que el anterior. 

Medio de Conejoza (XVIII): Por la misma rozón que los anteriores y por 

el problema que representaría obtener ésta materia de composición constante para -

una producción a escala industrial . 

El inconveniente económico común en estos medios sería la elevación del 
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costo de producción y por lo tanto del producto final que ocasionaría el paso de la 

separación aumentado al proceso. 

Medio de Almidón: (XX): Por no observarse desarrollo del hongo en un 

período de 10 días después de su inoculación. 

Con los medios restantes se llevaron a cabo las fermentaciones y de los -

resultados obtenidos se elaboraron gráficas y tablas de las que se deduce lo siguien_ 

te: 

GRAFICA No. 2 

Estas curvas demuestran claramente, que la aireación, 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 según Solomons (12) proporcionan una aire~ 

ción más eficiente. 

El grado de aireación del cultivo líquido en el matraz de agitación es i~ 

versamente proporcional al valumen del 1 íquido, par lo tanto, el efecto del vol u-­

menes notable y los resultados dependen directamente del volumen del medio. En -

este trabajo se usó un volumen de 50 mi de medio en matraces Erlenmeyer bafleados 

de 300 mi. porque para la mayoría de los experimentos de cultivo sumergido a ese~ 

la de laboratorio, se encontró que un volumen de 40 mi. de medio en matraces Er-­

lenmeyer de 250 mi. es satisfactorio ( 10). 
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FIGURA No. 1 

Usando medios de cultivo con un rango de concentración de 1 .4-1 .8 g% 

de sacarosa. se obtienen las curvas de rendimiento micel ial que se presentan en la -

figura número 1, cuando se llevaro_n a cabo las fermentaciones directas, es decir, -

que se iniciaron de un inóculo común proveniente del medio 11; por tratarse de la -

fermentación de volúmenes pequeños de medio, se eliminó el Pie de Cuba, cuya -­

función es permitir la adaptación del microorganismo a un medio de cultivo, lo cual 

es necesario en fermentaciones de grandes volúmenes de medio, porque reduce la fe:_ 

se inicial de adaptación con la que se alcanza el rendimiento Óptimo en menor tiem_ 

po. 

En esta forma, las características de las curvas obtenidas de acuerdo a 

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

GRAFICA No. 3 

De la fermentación del Medio de Cola 1% ( 111 ) • 

Es una curva bastante típica que representa una fase de adaptación pequ~ 

i'la, de más o menos 24 hs., seguida por una fase logarítmica corta con respecto a -­

tiempo, lo cual es interesante porque se obtiene el mayor rendimiento en más o me­

nos 48 hs. 

Aún en la fase estacionaria, de 5 días, aumenta un poco el peso de sedi­

mento, que en este caso, es casi exclusivamente micelio, ya que el sedimento de e~ 

te medio no es apreciable . Esta velocidad de crecimiento puede deberse a la fuente 

orgánica nitrogenada del Medio de Cola. 
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La disminución de azúcar en el medio concuerda con el aumento de sedi-

mento. 

GRAFICA No. 4 

Esta curva presenta una fase de adaptación tan pequeña, que se confunde 

con la fase logarítmica que es más o menos larga, de 3 días, seguida de una fase es­

tacionaria casi nula, siendo la única curva de este ensayo que muestra una fase decl_!_ 

notoria debida a autólisis por las malas cond iciones imperantes en el medio ambiente. 

Con respecto al consumo de azúcares, en esta fermentación, se observa -

una disminución lógico de sustancias reductoras que no necesariamente son azúcares, 

y un ligero aumento en los últimas 24 hs., que coincide con la disminución de mice­

lio por lo que suponemos se trata de una autólisis celula r . 

GRAFICA No. 5 

Es necesario aclarar en este caso, que el arroz no se usó como fuente ni­

trogenada, ya que la cantidad de este elemento es muy baja, sino más bien como un 

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

accesible y barato. 

Se observa una disminución de sedimento debido probablemente a la hidr~ 

1 is is de los almidones y no necesariamente a uno desaparición de micelio, el cual en 

realidad se encuentra en la fase de adaptación; del segundo al tercer día hay un au­

mento de sedimento que puede deberse a la producción de micelio, esto se prolonga 

muy poco tiempo, puesto que del tercero a l quinto días se observa una disminución de 
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sedimento que puede atribuirse a una autólisis celular, por ser un medio muy pobre -

en nitrógeno. 

La curva de consumo de azúcares señala una utilización muy grande de -

azúcares con respecto al rendimiento tan bajo, lo que indica que probablemente se 

utilizó una gran porte de este sustrato con fines energéticos. 

GRAFICA No. 6 

Presenta una fase estacionaria bastante lenta y una fose logarítmica basta~ 

te tendida, lo que indica una reproducción muy lenta ( 4 días), encontrándose al -­

séptimo día de fermentación aún en fase estacionaria. 

La curva de consumo de azúcares presenta un comportamiento lógico. 

GRAFICA No. 7 

Este medio indica ser muy apropiado pora el crecimiento de Pleurotus os­

tratus, ya que no se observa una fase stacionaria, sino iniciándose fa fermentación a 

las O hs. en escala logarítmica y siendo muy corta con respecto a tiempo ( 24 hs) y 

pasando rápidamente a la fase estacionaria. 

En fo que se refiere al consumo de azúcares, a las 24 hs., hay un aumento 

considerable de azúcares reductores con respecto a la concentración 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 rápido en su fase logarítmica, no permite detectar una disminución del sed~ 

mento. Esta concentración se mantiene más o menos constante durante 3 días, sufrien 
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do una disminución repentina en 24 hs. lo cual no es recíproco a un aumento de sedi 

mento, por lo que nos indica que los azúcares se están usando solo con fines energé­

ticos. 

FIGURA No. 2 

Las curvas de rendimiento micelio! en función de tiempo que se presentan 

en esta gráfica se hacen coincidir en un mismo punto de partida ( suponie~o un mi~ 

mo sedimento inicial y no en cero, porque la curva ( l), correspondiente al medio -

de fermentación de arroz quedaría negativa). Con el objeto de establecer una com­

paración que a primera vista indique aparentemente cual es el medio más favorable -

para el crecimiento de Pleurotus ostreatus. 

Se observa que la curva (5) es la de mayor rendimiento, quedando la cu~ 

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 está constituído en -

su mayor parte por residuo que es celulosa que no se alcanza a hidrolizar, y el cont!:. 

nido de micelio que no se determinó por la dificultad que representa su separación, -

es bastante menor que en el caso del Medio de Cola en el que el sedimento es en m~ 

yor parte micelio y casi nulo su residuo; de esto puede inferirse que el medio de Cola 

1% es el más 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 más -

satisfactoriamente una fuente orgánica de nitrógeno que una inorgánica. 

En la curva (2) que representa la fermentación con Licor de Cocimiento -
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de Maíz, a pesar de ser la fuente de nitrógeno orgánico más 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 aminoác!__ 

dos; aunque ttl suministro de nitrógeno sea igual en ambos medios. 

La curva ( 1) dá el rendimiento más bajo, lo que señala que el crecimie~ 

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

breen nitrógeno, por lo tanto, se elimina como un medio de fermentación para la -

producción de su micelio a mayor escala. 

Cuando se utilizan Medios de Fermentación con un rango de concentra-­

ción de 4.4 - 6.0 g% de sacarosa se obtienen las siguientes gráficas: 

GRAFICA No. 8 

Estas curvas indican que la concentración de 1500 mg N2/lt. de medio -

aconsejada por Humfeld ( 17) para la producción de~- campestris en cultivo sumer_ 

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

centración mayor como es 3, 750 mg N2f'litro el crecimiento es muy inferior. 

GRAFICA No. 9 

Esta curva muestra que después del tercer día hay una disminución de sed_.!. 

mento que puede indicar una autól is is que no sería debida a falta de azúcares, sino 

que probablemente se deba a un agotamiento de la fuente de nitrógeno y de esta m~ 

nera libera sustancias que actúan como estimulantes del crecimiento y ocasionan -­

una nueva elevación de la cantidad de sedimento. 
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la curva de consumo de azúcares asevera que la disminución del sedime!:!. 

to es una outólisis que es aprovechada para un nuevo crecimiento, porque de lo CO!:!_ 

trorio, denotaría una elevación por sustancias reductoras liberadas por este fenóme-

no. 

FIGURA No. 3 

las gráficas de esta figura se discuten en conjunto por presentar comport~ 

mientas similares, haciendo notar que los puntos más importantes son los siguientes: 

- Por tratarse de medios de cultivo de composición compleja, no se puede 

deducir con precisión que es lo que realmente sucede durante la fermentación, por 

ejemplo, el Medio de Alimento para Ganado presenta sustancias tales como carbohi_ 

dratos, grasas, proteínas, minerales, vitaminas, estimulantes del crecimiento, etc., 

por lo que no se sabe cual de ellas es la que está actuando en un momento determi~ 

do. 

- Por la razón anterior, la curva de consumo de azúcares no puede formar 

un criterio confiable con respecto al comportamiento fúngico porque sus variaciones 

pueden deberse a la aparición 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 producción de micelio y las curvas de consumo de azúcares; o sea que los 

máximos de la curva de azúcares coinciden con los mínimos de la curva de produc-
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ción de micelio y viceversa, por lo que puede suponerse en general, que cada au­

mento de azúcares sea debido a una autólisis o a un desdoblamiento de materiales -

sólidos fermentables ocasionando cualquiera de estas posibilidades una disminución 

en la curva de crecimiento micelial, y ~ue una disminución en la curva de azúcares 

se deba a un aumento por crecimiento micel ial. 

- El que los mínimos en la curva de crecimiento se mantengan a la misma 

altura, parece indicar que una parte del micelio se autolisa, pues si las disminuci~ 

nes se debieran solamente a la .hidrólisis de los materiales nutritivos, la tendencia -

general de esos mínimos sería a subir por aumento de micelio. 

FIGURA No. 4 

Las curvas de rendimiento micel ial vs. tiempo, representadas en esta fig~ 

ra, se obtuvieron de un segundo lote de fermentaciones efectuadas con medios de cu.!. 

tivo con un rango de concentración de 4.4 - 6.0 g% de sacarosa, que se hacen coi~ 

cid ir en el mismo punto al tiempo cero con el fin de hocer una comparación visual -

sobre el mejor de los medios, y aunque, como se dijo antes, esta no es confiable si­

no hasta al hacer la comparación por eficiencia de producción, en este caso nos pe~ 

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 gráfica es porque la superioridad de -

su curva (5) sobre las otras cuatro es obvia, y la segunda es porque este resultado -

es una repetición del resultado obtenido en la ·curva (4) de la Fig. No. 2, a pesar 
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de tratarse de una fermentación en un media con mayor concentración de azúcares -

reductores. 

TABLA No. 18 

Ademós de probar en este trabajo que el contenido de nitrógeno es fund~ 

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

probó la gran importancia que tiene el contenido de azúcares reductores en el medio 

con respecto o economía par lo que puede observarse en los resultados que se obtuvi=._ 

ron al hacer dos lotes de fermentaciones con diferentes concentraciones de azúcares 

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

Como la producción de micelio en cultivo sumergido se puede medir en -

base a peso seco o en base a contenido de nitrógeno se notará que ambos valores v~ 

rían ampliamente entre los diferentes sustratos que se proporcionaron al microorgani~ 

mo. Sin embargo, en cualquier evaluación económica que se haga para la produc-­

ción de micelio de Pleurotus ostreatus o escala comercial se deben considerar tanto 

las velocidades de crecimiento como los rendimientos totales. 

Con el fin de establecer comparación entre los medios seleccionados, pa­

ro obtener el mejor, en la tabla No. 18 se presentan los rendimientos óptimos y el -

tiempo requerido paro el lo de cado uno de ellos. 

Al observar los datos de lo columna de rendimiento de micelio por 100 g. 

de sacarosa inicial el mejor medio es el VI 11 (Colo 1%), pero estudiando su rel a-­

ción con rendimiento de micelio por 100 g. de sacarosa utilizado, se aprecia que -

eso gran diferencio es debida o que está utilizando muy poco azúcar del inicial y por 
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lo tanto, está habiendo un desperdicio de lo mismo, o seo, que al observar mayor d_.!. 

ferencio entre la inicial y la utilizado (que siempre es mayor) se trata de un despe..!:_ 

dicio de azúcar y por lo tanto menos eficiencia desde el punto de vista económico.­

Ahora bien, fijando la ate ne ión en el tiempo de fermentoc ión, que viene a ser de-­

terminante, se encuentra que el medio IV es el mejor por varias razones deducidas -

de esta tabla: 

- Porque proporciona mayor rendimiento de micelio/ 100 g. de sacarosa 

inicial con respecto o todos los _demás en el menor tiempo. Se hoce notar que aunque 

el rendimiento por 100 g. de sacarosa utilizada haga parecer que el mejor medio es -

el 111, por tomarse en cuenta el tiempo de fermentación, queda excluído. 

- Aunque en la figura No. 2 se vea lo contrario, y es lógico como ya se 

explicó al respecto, por partir de una fuente de nitrógeno inorgánico necesita más -

energía y mayor tiempo de fermentación paro llegar a su Óptimo rendimiento, pero -

desde el punto de vista económico este tiempo es corto porque alcanza mayor rendi­

miento que el de cola a las 72 hs. de fermentación tomándose ese tiempo para lo --­

comparación porque en ese medio sería el mejor, ya que sería incosteable prolongar 

lo fermentación paro la obtención de un aumento de micelio poco significativo; y con 

respecto o los demás no hay discusión. 

Los fermentaciones con alfalfo se excluyen de esta comparaéión por el in­

conveniente anteriormente señalado de su contaminación del sedimento con celulosa. 
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TABLAS No. 15, 16y17 

Cuando se observó que las figuras 2 y 4 hac Ían deducir que aparentemen­

te los medios de Cola 1% y Alfalfa eran los mejores, y que el de alfalfa presentaba 

el problema de separación de micelio y resíduos no fermentados, se intentó lograr un 

mejor rendimiento por sinergismo entre ambas medios (se quería probar si era posible 

la hidrólisis total de la celulosa), en una proporción que dá aproximadamente 1500 

mg. de Ni/litro. 

Con este propósito, en este nuevo lote de fermentaciones, se hicieron las 

determinaciones de micelio producido y azúcares reductores a los 12, 16, 21, 26 y -

30 días al cabo de los cuales se vió que no se consiguió lo que se deseaba porque el 

ho1110 manifestó en las otras fermentaciones, un ciclo de crecimiento que en 12 días 

había iniciado y terminado, puesto que en las últimas 5 determinaciones indican que 

hay un comportamiento casi estático de 12 a 30 días. Esto indica, que a los 12 días 

probablemente se ha estabilizado el hongo por agotamiento total de nitrógeno del m~ 

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

TABLAS No. 19, 20 y 21 

Estas tablas in~ican el contenido de aminoácidos de la proteína de Pleuro­

tus ostreatus, debiendo recordar que en este caso, para convertir el contenido de ni­

trógeno a proteína se usó el factor 6.25 solo para computar el contenido protéico en 

la misma base, que en la 1 iteratura se repartan en alimentos humanos y para ganado, 

lo cual es cuestionable porque si la proteína purificada tiene menor contenido de ni­

trógeno el contenido de proteína será mayor y viceversa. 
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La calidad de una proteína, se puede conocer teóricamente al comparar 

la proporción de los distintos aminoácidos indispensables que contiene con una com_ 

binación de referencia recomendada por la FAO, llamada proteína ideal, porque -­

tiene una proporción de aminoácidos que teóricamente tendría un lO<Pk de utiliza­

ción; esta comparación de la proteína del micelio de Pleurotus ostreatus obtenido de 

la fermentación del medio VIII, se encuentra en la tabla No. 20, la que revela que 

contiene todos los aminoácidos esenciales con las siguientes diferencias importantes 

par notar: 

- Contiene la mita'd del triptofano requerido, por lo que viene a ser un -

aminoácido limitante (aminoácido que está en menor cantidad de acuerdo a las ne­

cesidades del organismo y que restringe la utilización de los demás). 

- Contiene un 0.73 de· la met.ionina requerida. 

- Con respecto a la fenilalanina que es muy elevada, le proporciona una 

ventaja que es utilizar este micelio o su proteína para suplemento de otra proteína -

en la que este aminoácido fuera el limitante. 

Como la proteína real que más se aproxima a la proteína ideal es la que -

contiene el huevo entero, y que es recomendada también por el Comité Mixto de E~ 

pertos de FAO/OMS para que sea utilizada como proteína de referencia, se propor­

ciona la tabla No. 21 en la que la comparación resulta bastante homogénea, excee_ 

tuando en el triptofano, y además se puede comparar con las proteínas de otros pro­

ductos vegetales y animales. 
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CONCLUSIONES 

En las fermentaciones a nivel industrial, el conocimiento de los requeri­

mientos nutric ionales del microorganismo que se utilice es fundamental para poder -

hacer deducciones acertadas sobre la probable composición química adecuada de un 

sustrato cualquiera, de aquí lo importancia de dos de los conclusiones de este trabo_ 

jo como son: 

- El requerimiento de ± 1500 mg. de nitrógeno por litro de medio, y -

si el aspecto económico no es el factor limitonte, que uno fuente orgánica de nitr~ 

geno, como es la cola, es más satisfactoriamente empleada que una fuente inorgán!_: : 

ca. 

- El requerimiento de una concentración de 1 .4-1.8 t¡f'lo de azúcares re­

ductores paro un mejor rendimiento de micelio del hongo en JOOg. de azúcares. 

Por lo que se refiere o estos puntos, se recomienda que, para estudios ~ 

teriores sobre el tema, se prueben otros concentroc iones de cola y de azúcares re-­

ductores por arribo y por abajo de las mene ionodos, sin alejarse demasiado de el las. 

La conclusión principal obtenido de este trabajo es que el Medio de Sul­

fato de Amonio ( IV) es el mejor, según se expl.icó anteriormente al discutir los re­

sultados anotados en la tabla no. 18, encontrándose además las siguientes ventajas: 
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1.- Un menor costo de producción por lo que se refiere a un tiempo de -

fermentación y al costo del sulfato de amonio. 

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

La validez de estos resui"tados es restringida en su reproducibilidad debido 

a las condiciones imperantes en el desarrollo de este trabajo como son: variaciones -

imprevisibles de temperatura, de agitación, de inoculación y el uso de varios matra 

ces y no de un solo líquido para las determinaciones. 

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

lisis de su proteína sea bastante satisfactorio, es desafortunado que en la literatura -

no existan reportes concernientes al valor biológico de la proteína del micelio de -

hongos. Es de sei'lalarse que hay una verdadera necesidad de esta información antes -

de que sea posible concluir que el micelio de hongos pueda usarse como suplemento 

alimenticio. 



RESUMEN 

Este trabajo se llevó a cabo con el fin principal de p-oducir en forma m~ 

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

téica barata para soliviantar en algo el problema de la desnutrición en México. Pa­

ra ello, se usaron en su cultivo substratos baratos como: cola, sulfato de amonio, 1 i -

cor de cocimiento de maíz, etc., como fuentes de nitrógeno, melazas como fuente -

de energía y agua de mar diluída 1:3 para evitar la adic ión de sales minerales . 

Con el objeto de llevar a cabo la selección de l me jor med io de cul tivo, -

desde el punto de vista económico, se efectuaron fermentaciones con las diferentes -

medios, y se les determinó rendimiento de .micelio y consumo de azúcares para hacer 

una comparación posterior de los resultados obtenidos, no basándose en el comporta­

miento metabólico observado según las curvas obtenidas al g-aficar rf*' de sacarosa -

consumida vs. g% de micelio producido, ya que de esta forma la conclusión es que­

el mejor de los medios es el de Cola 1% ( 111 ), pero al considerarse la economía co­

mo el factor 1 imitante de este trabajo, la comparación se basó en el rendimiento de -

micelio en gramos par cada 100 gramos de sacarosa suministrada, de lo cual se puede 

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