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INTRODUCCION



OBJETIVO DE LA TESIS.

Obtener un alimento conocido, de buena calidad desde el
punto de vista nutricional, abundante y barato, en un minimo de
tiempo, a partir de materia prima disponible y costeable .

La innovacién propuesta en esta tesis para el desarrollo y
crecimiento del hongo conocido como champifidn (Agaricus campes
tris), es la de evitar fundamentalmente su lento cultivo en gran-
des extensiones de terreno que suponen atmésferas controladas (hu-
medad, temperatura y obscuridad para inhibir el crecimientoy -
competencia por la asimilacion de nutrientes del medio, por parte
de vegetales fotosintéticos) y el contacto con estiércol, que siem-
pre implica una posible infeccion con el bacilo del tétanos (Clos—
tridium tetani). -
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En la antigledad, aunque eran escasos los conocimientos -
que-de los hongos se tenian, estos eran considerados alimentos fi—
nos y selectos. En los tiempos de los emperadores romanos, era -
muy buscada Amanita caesarea (16), la cual en opinién de mu- -
chos expertos es la mejor de todas las setas y algunos la denomi--
nan "reina de las setas" .

La verdadera oronja también llamada asi vulgarmente, es-
excelente al paladar y se puede diferenciar facilmente de otro ti—
po de amanitas (la mayoria de ellas venenosas), por su sobrerillo -
anaranjado de bordes estriados, lamelas, anillo y pedicelo de co—
lor amarillo mds o menos acentuado. La volva, blanca, de bas--
tante espesor, es la mas carnosa de las volvas de amanitas .

En 1601 aparece el primer fratado de micologia, impreso -
en Amberes por el flamenco Charles de L'Ecluse (cuyo seuddnimo-
era Carolus Clusius) y titulado: "Fungorum in Pannoniis observato
rum brevis Historia" . Clusius vivia en Viena, en la corte de Maxi
miliano Il, como director de los jardines imperiales. -

En México, también existe una importante tradicién etno—
micoldgica, debido a que desde tiempos prehispanicos, ya eran -
utilizados los hongos por los indigenas para su alimentacion, medi
cina y en las festividades de carécter religioso. (7) -

En Nahuatl, a los hongos se les daba el nombre genérico -
de Nandcatl (que significa carnes).

Hay diversos documentos que prueban que los indigenas -
de la época prehispénica rendian un culto muy especial a los hon-
gos alucinantes .

Fray Bernardino de Sahagin en su "Historia General de las
cosas de la Nueva Espafia" nos habla sobre la existencia del "Hon
go divino o Teonandcatl", encontrandose en su obra cuatro pasa--

jes en los que menciona brevemente a los hongos alucinantes. En-
una de ellas indica "que el Teonandcatl se crea bajo el heno, en-
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los campos, que es un hongo redondo de pie alto, de mal sabor, y
que al ser comido dafia la garganta y emborracha; comido en gran-
cantidad, provoca lujuria y visiones" .

Fray Bernardino, también hace mencién de la utilidad de-
los hongos alucinantes en la medicina, indicando "que son medici
na para la calentura con frio y para la gota" .

Fernando de Alvarado Tezozomoc, en su " Cronica Mexica
na", y Diego Durdn en su "Historia de las Indias de Nueva Espa--
fia", hablan sobre las festividades religiosas que real izaba Mocte-
zuma |1, en las que mencionan el gran consumo de hongos aluci- -
nantes que en éstas se hacia.

Gaspar de Cobarrubias, en la "Relacion de las Minas de -
Temazcaltepec", indica también el uso de los hongos en esta re- -
gion, con los que la gente se emborrachaba. Menciona, como da
to curioso, que los indios tenian la costumbre de pagar el tributo -
a su Sefior con fibra de henequén y hongos, con los que el pueblo-
se embriagaba, fiesta que en otomi recibe el nombre de "intzacho
chui" .

En los testimonios de los archivos de la inquisicidén, se com
prueba que los hongos alucinantes siguieron siendo utilizados des—
pués de la conquista espafiola.

Dichos hongos fueron utilizados también en Michoacan, -
donde los llamaban "caniqua tenequa" . Los Zapotecas, los llama
ban Feacéo, y los Mixtecas, Max-Mux .

Recientemente, el Dr. Alfonso Caso ha dado una reinter--
pretacion a las paginas 24 y 25, del Cédigo Vindobonesis, en la -
cual indica que en las representaciones (de éstas pdginas) se obser

va una junta de los dioses del panteén mexicano, los cuales se en
cuentran reunidos en unafestividad de hongos .

Por otro lado, los informantes de Sahagin, en el " Cédice
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Florentino" mencionaron y describieron varios hongos comestibles-
y venenosos, indicando, por si esto fuera poco, los remedios util
zados para contrarrestar los efectos de les venenosos. Indicaron, -
que los hongos del bosque no son comestibles sin cocer, pero que -
bien cocidos son muy sanos. Hicieron mencién de que cualquiera-
clase de hongo comido crudo, causa indigestion .

Entre los hongos que ellos describieron encontramos los si
guientes:

Tzonteconandacatl .- Hongo redondo y grande .

Xelhuaznanécatl .- Tiene el cuerpo dividido, cilindrico y
escarificado, como algo hendido.

Chimalnandcatl .- Es redondo, como los nendfares (espe--
cie acuatica de la fam. Ninfedceas(8)); llegaa tomar una forma-
de escudo o de tortilla. Indica el texto que todos los hongos de -
este tipo son comestibles. Crecen en los bosques y todos son muy-
duros; para comerse necesitan estar bien cocidos, y son muy sa- -
nos .

Menandcatl .- Es redondo, blanco como las ostras y fragil.
Se indica que se utilizaba como remedio, sin especificar contra -
qué enfermedad, y que es comestible y muy sabroso .

Zacanandcatl .- El tallo es largo, delgado y obscuro; la
cabezuela es verticilada y aplanada. Es comestible y sabroso y se
indica que es un remedio. Crece en el pasto, Unicamente cuande
lueve .

Cuauhnanécat! .- Crece en los bosques, es comestible ya -
sea cocido o asado .

Alonso de Molina, en su "Vocabulario en Lengua Castella
na y Mexicana" publicado en 1571 (segin Heim R., 1963), da nom
bres a cinco especies de hongos:



Xochinanécat! ("Hongo Flor").

Tepexinanacat!l ("Hongo de Montafia").

Ixtlahuacan nandacat! ("Hongo de praderas' ).

Mazahuacan nandcatl ("Hongo de los lugares que frecuen-
tan los ciervos" ).

Teyhuinti nanacatl ("Hongo que emborracha").

Francisco Herndndez relata, con cierta extensién, la utili
zacién de los hongos entre los indigenas; habla de la existencia -
de numerosas y variadas especies de hongos; a algunos de los hon—
gos les anota el nombre de Citlalnanacame ("Hongo de estrella"),
los cuales son mortiferos. También cita la existencia de hongos -
comestibles, a los que les da el nombre de Iztacnanacame ('Hon—
gos blancos"). Habla ademés de las variadas coloraciones de los -
hongos, asi como de sus diversas formas y tamafios; a los hongos ro
jos les da el nombre de Tlapalnanacame y a los amarillos de Chi-
malnanacame . T

En varios documentos indigenas, se indica que éstos utili—
zaban las tortillas enmohecidas para la curacion de las heridas, -
con muy buenos resultados, de manera que, aparentemente, el uso
de la penicilina se habia ya iniciado en una forma empirica. Los-
mayas también usaban en forma empirica Penicillium con el nombre
de "cuxum" .

En su " Contribucion al Conocimiento de la Nomenclatura-
Micoldgica Néhuatl" (15), Rafael Martin del Campo, nos habla de
los méltiples nombres vernéculos, empleados para designar a las es
pecies mexicanas de hongos macroscépicos. Por el interés de este-
trabajo solo mencionaremos a los hongos que sean comestibles.



NOMBRE EN NAHUATL
Cazahuate

Huitlacoche (de cuitlacoche)
Chana

Chichiman

Chilnanacate

Chilpan

Elote (de olotl)
Iztacnandcatl

Mazayel

Pipila (de pipiltin)
Sopitza (de xopitzactli)
Tachalotito

Totopixtle

Yotito (de yoyotli)

NOMBRE CIENTIFICO

Pleorotus ostreatus

Ustilago maydis, U. zeae

Boletus felleus

Amanita caesarea

Hypomyces lactifluorumy H. -
macrosporus

Lactarius deliciosus

Morchella esculenta

Russula delica

Boletus edulis

Agaricus silvaticus

Armillariella mellea

Amanita calyptroderma

Russula delica

Agaricus campestris

YOTITO es el diminutivo castellano de la contraccion de-
yoyotli, la cual significa (segin Molina) "cascabel de arbol", fru
to también |lamado codo de fraile .



GENERALIDADES.



ob

Fig. 1 .- Formacién de fibulas en algunos micelios
secundarios de los Agaricales.
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Como se ha visto, desde tiempos remotos el hombre ha esta
do interesado por esta clase de vegetales. Los hongos pueden des-
arrollarse a expensas de organismos vivos o de sustancia orgénica-
en descomposicion; en el primer caso consiguen vivir solamente si
hay una planta huésped (herbdcea o arbérea) con la cual unen inti
mamente sus filamentos de micelio a las raices superficiales o pro-
fundas; esta unién o asociacién, que se realiza mediante rganos -
especiales |lamados "micorrizas", constituye la simbiosis de tipo -
nutricional, por medio de un mecanismo complejo.

En el segundo caso el hongo puede vivir y desarrollarse a
expensas de sustancias orgdnicas en descomposicién, es decir, en-
forma saprofitica.

Tombien desde otro punto de vista los hongos se pueden -
clasificar por su tamafio. Los hongos macroscopicos (como el cham
pifidn) taxonémicamente corresponden a los basidiomicetes (8), cu
yos esporofitos contienen micelios pluricelulares con membranas -
muy ricas en quitina.

Son heterdtrofos y sus esporas denominadas basidiosporas -
(forma de reproduccion sexual), se forman sobre hemibasidios o ba
sidios. Ademés de la reproduccién sexual por basidiosporas, esta-
clase de hongos pueden también multiplicarse o sexualmente por -
conidios. El micelio de algunos basidiomicetos pasa por tres esta-
dios diferentes de desarrollo (1), el primario, el secundario y el -
terciario, antes de que el hongo complete su ciclo de vida.

Un mecanismo interesante de reproduccion ha sido encon—
trado en una gran mayoria de basidiomicetos, aunque no en todos,
este mecanismo garantiza la aparicion de dos células hijas duran—
te la division celular. Y cuenta con unas estructuras especializa-
das |lamadas fibulas  (los micelios secundarios de los agaricales -
pueden o no presentar fibulas (20), por ejemplo Agaricus campes—
ﬂ a veces las presenta pero otras veces no (]), las cuales se fOL

man (como se esquematiza en la fig. 1) durante la division nu- -
clear .




Clasificacién taxonémica de Agaricus campestris,

segln el sistema de Engler- Dills (27).

REINO  DIVISION CLASE SUBCLASE ORDEN FAMILIA TRIBU GENERO  ESPECIE

Phycomycetes

Ascomycetes
Hemébasi- Agaricales Agaricaceae Agariceae Agaricus

’ diomycetidae
Vegetal Eumycetes Basidiomyce Protobasi-
tes diomycetidae A. campes-
fri.

Autobasidio -
mycetidae A.sp.

Hongos Imperfectos
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Un trabajo muy interesante fue realizado en el microsco- -
pio electronico por Moore y Mc Alear (17) en 1962. Ellos estudia
ron Ascomycetes, Deuteromycetes y Basidiomycetes, y encontraron
que el micelio secundario de los Basidiomycetes estudiados, presen
taba una estructura notablemente distinta de las de los micelios se
cundarios de los Ascomycetes y Deuteromycetes. A dicha estruc—
tura la llamaron septodoliporo (L. dolium - recipiente grande).

Agaricus campestris si la presenta, pero dicha estructura-
serd reconocible, siempre y cuando la preparacion sea excelente,
y solo sera observable al microscopio electronico .

EL CHAMPINON.

La especie de hongo mas cultivada en todo el mundo es ek
champifién, seta Agaricus campestris (Psalliota campestris, Prate
Ila campestris) (3), vulgarmente conocida con los nombres de "yo
tito" en Nahuatl, "pan de lobo", "robahielos" y, en catalén -
"Girgola blanca" y " Camperol", que se encuentra en forma espon-
tanea en los jardines, campos no cultivados, bosaues y prados, so
bre el estiércol, en parajes himedos, desde el principio del vera—
no hasta mediados del otofio .

Tiene forma de sombrerillo hemisférico, convexo, grueso,-
de fondo blanco y recubiero por un cierto nimero de ligeras esca—
mas de matiz rojo castafio lo cual le da un notable contraste .

De laminillas (o lamelas) dentadas, ventrudas, fragiles, li
bres, de color blanco roséceo en principio, que se oscurecen lue-
go hasta el negro. Alcanzan didmetros de 10-15 cm. y alturas -
hasta de 12 cm.

El pedicelo es grueso, més bien corto, cilindrico, liso, -
macizo, membranoso, de poca consistencia, anillado en sus dos -
tercios y de color blanco. Sin volva.

Su carne blanca en un principio, va cambiando de matiz -
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al contacto con el aire, debido a oxidaciones de tipo enzimatico-
(tirosinasas, fenil oxidasas, etc.), de exquisito sabor y olor agra—
dable.

Ninguna Psalliota es francamente toxica (16), una sola in-
gesta, Agaricus xanthoderma.

Otra, Psalliota radicata, no es tolerada por algunas per--
sonas, a las cuales les provoca afecciones gastrointestinales .

, Desde el punto de vista dietético, los champifiones repre—
sentan un alimento de notable valor nutritivo, tanto por su alto -
contenido proteinico (37 .52% de proteina (N x 6.25, en peso se—
co)),como p or el complejo vitaminico: Tiamina, Riboflavina, Nt
cotinamida, Ac. Pantoténico y Ubiquinonas (Co Q) (4.10, 4.22,-
4 .25), asi como sales minerales, el fosforo es abundante en los -
champifiones frescos y jévenes (més de 130 mg/100 g de peso fres—
co), conteniendo también: fierro, azufre, magnesio, potasio, co—
bre, zinc, cobalto y en menor cantidad calcio (3).

Los champifiones frescos son ricos en acidos organicos -
(4.9) (malico, citrico, succinico, fumérico, isocitrico, carboxil -
pirrolidona. Se ha encontrado el Gc. malico en proporcién mayor
en el carpéforo), muy importantes en la activacién de los procesos
respiratorios

Durante muchos afios se ha practicado el cultivo de los hon
gos o setas, en especial la del champifién. La produccién del -
champifion de cama o psalliota se realiza utilizando un medio de -
cultivo creado artificialmente con el auxilio de estiércol dispues—
to en montones. Estos montones son instalados en cuevas o cuartos
disefiados ex-profeso .

Cualquiera que sea el local elegido, es indispensable te--
ner en cuenta su temperatura, que para permitir una fructificacion
conveniente, no debe bajar de 8 grados centigrados (3), mantenién
dose de preferencia, entre 12 y 15 grados, ain pudiendo alcanzar
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los 19 0 20 grados. Al mismo tiempo, se vigilard la ventilacidn, -
que debe a la vez permitir la renovacion del aire y mantener en -
la superficie del montén una humedad suficiente . Si esta no fuera
suficiente, convendria rociar diario con un vaporizador .

El cultivo en cajoneras se puede realizar en primavera. -
Después de haber igualado la superficie de la cama, se procede a
la introduccion de la "semilla" o blanco de champifién (micelio -
del hongo sobre el grano de algin cereal, como el trigo por ejem-
plo) en pequefias placas, a 5 cm. de profundidad, dispuestas a 12-
6 15 cms. de distancia en todos sentidos. Se rellenan los agujeros
de plantacién comprimiendo ligeramente la superficie del suelo. -
Regulando la aireacion, se pueden recoger los primeros champifio-
nes entre dos y tres meses més tarde .

Como se menciono anteriormente el objetivo primordial de
éste trabajo es el desarrollo de hongos comestibles (Agaricus), por
un procedimiento mucho mas rapido y econémico, que el metodo -
cldsico descrito anteriormente, a base de usar camaras himedas -
que ocupan un gran espacio, utilizando mas tiempo .

En 1947, Humfeld y Sugihara (10, 11, 12, 13) sugirieron -
que el micelio de las setas también podria tener valor alimenticio-
y se descubrié que ciertas cepas de la seta A. campestris podian
desarrollarse en un medio de cultivo sumergido, con agitacién y -
aeracion.

Estos investigadores trabajaron con varias cepas seleccio=-
nadas de A. campestiris.



ESPECIE

Agaricus campestris

(var. Jm-
A . campestris (var.

—Eremo ; “ ssesscens

A . campestris (var.
blanca)........ ol

A. placomyces...
A. rodmanii.....
Armillaria mellea.

Cantharellus cibarius

Collybia umbulata. .

C. velupites.......

Coprinus comatus.....

Co.comafUssieie s ¢ 500

Hebeloma sinapizans

Lepiota naucina....

Especies de setus desarrollada en un cultivo

sumergido sobre medio sintético.

NUM. DE CULTIVO!

M5;NRRL 2334

M16; NRRL 2335

M28; NRRL 2336

M86

M21

Mé

M83; NRRL 2370

M82

M70; NRRL 2367

M46

M84

M73; NRRL 2368

ORIGEN2

(18)

CARACTERISTICAS
DE DESARROLLO

Disperso, hay
esporas

Disperso, hay
esporas

Disperso, hay
esporas -

Disperso, hay
esporas

Colonias gra-
nulares

Disperso, hay
esporas

Colonias gra-
nulares

Colonias gra-
nulares

Colonias gra-
nulares

Disperso, hay
esporas

Disperso, hay
esporas .

Colonias gra-
nulares

Colonias gra-
nulares

RENDIMIEN O
g. DE MATERIA
SECA/100g.
DE GLUCOSA

55-60

20-30

30-40

40-50

40-50

20-30

40-50



L. procer@eieecess.
E.rochodes .......

Lycoperdon umbrinum

Pleerotus ostreatus

Polyporus sulphureus

Psilocybe sp. «.....

Schizophyllum commune

Tricholoma nudum.....

(22) Sugihara, T. F.y Humfeld, H. Appl. Microbiol., 2 (3): 170 (1954).

M76

M85; NRRL 2372

M34

M37; NRRL 2369

M69; NRRL 2366

M72

M77

M71

M81; NRRL 2371

Colonias gra-
nulares

Disperso, hay
esporas

Colonias gra-
nulares

Colonias gra-
nulares

Colonia gra-
nulares

Colonias gra-
nulares

Colonias gra-
nulares

Colonias gra-
nulares

Colonias gra-
nulares

Disperso, hay
esporas

40-50

40-50

20-30

40-50

40-50

40-50

30-40

30-40

30-40

40-50

1 Las cepas designadas con NRRL estan en la coloeccién de cultivos de la U.S. Northern Uti-
lization Research and Development Divisién, del Departamento de Agricultura de EE.UU.,
y las iniciales corresponden a las palabras: Northern Regional Research Laboratories, en -

Peoria, Illinois.

Origen:
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A, recogido por los autores. (Humfeld y Sugihara).

B, S. Bellici, San Francisco, Calif.

C, J.W. Sinden, Pennsylvania State College, State College, Pa.

D, R. Davidson, Bureau of Plant Industry, Departamento de Agri—
cultura de EE.UU. Beltsville, Md.

E, P.A. Ark, Departamento de Fitopatologia, Univ. de Calif., -
Berkeley, Calif.

F, Cave Mushroom Co., Santa Cruz, Calif.

G, G. Kennedy, Redwood City, Calif.

H, 1.J. Hutchings, H.J. Heinz Co., Pittsburgh, Pa.
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La técnica de cultivo sumergido se justifica, ya que los mi
croorganismos que normalmente se desarrollan lentamente en me- -
dio sélidos (Saboraud, Czapeck, papa-dextrosa-agar, agar-mal-
ta, etc.), cuando se ubican en medios liquidos con agitacion me—
cénica y aeracion (siempre y cuando sean aerobios), se desarrollan
en corto tiempo, asimilando mas répido los nutrientes del medio y-
eliminando sus productos de desecho eficazmente. De ahi la gran
economia en tiempo para el desarrollo fingico, ademas del aho- -
rro de espacio y de personas encargadas del control en dicho proce
s0.

VALOR NUTRITIVO.

El siguiente estudio realizado por los mismos investigado--
res pone de manifiesto el valor alimenticio del micelio de A. -

campestris cultivado por la técnica de cultivo sumergido.
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Datos comparativos de la composicién bioquimica de los micelios de setas (A . campestris)
desarrolladas por propagacién sumergida y las cultivadas comercialmente (18).

(Referido a producto seco)

MICELIOS DE CULTIVO SUMERGIDO  CULTIVO USUAL

Componentes setas, var, Setas, var. Setas comerciales
blanca, % oscura, % %
Proteinas ( N x 6.25).. 35.00 45.3 37.52
Grasas (extracto etéreo) 3.3 - 1.81
Extracto no nitrogenado
(carbohidratos y almido-
nes) 48.8 - 38.19
Fibras.siesndscssme s 6.92 - 10.38
Cenizas..eececes. eeee  4.59 5.24 12.00
Calcio s sovsive sasas . 0.123 0.106 0.023
FOSfOr0 e e coecennnseas . 1.28 1.24 1.42
Fiomoics sise suw sissnnss Indicios Indicios 0.019

Contenido de vitaminas del complejo B del micelio de seta,
setas comerciales, levadura y trigo expresados en mg/100 g
de peso seco (18).

Vitamina Agaricus Setas Setasco  Levadura S.ce- Trigo.
blazei blanca oscura  merciales Torula revi--
de A. cam- siae
pestris
Tiamina.... 0.2 0.9 0.9 1.2 0.7-4.2 10 0.58
Riboflavina. 3.4 4.7 9.0 5.2 2.4-4.7 5.8 0.16
Nicotinami-
deiaaicaimis 14.6 19.0 29.0 58.0 37-69 39.0 4.8

COesescnsns . 6.9 - - 23.0 10-18 - -



Aminoécido Agaricus Plegrotus Tricholoma Proteina
campestris ostreatus nudum Ideal (FAO)
Alanina - 6.51 - -
Arginina 6.49 5.37 4.63 -
Ac . aspértico - 9.49 - -
Cistina - - - -
Ac . Glutémico - 10.96 - -
Glicina - 4.79 - -
Histidina - 2.43 .96 -
Isoleucina 14.7 3.99 3.15 4.2
Leucina 7ol - 8.39 6.6 4.8
Lisina - 5.38 6.6 -
Metionina 4.64 1.61 1.66 2.2
Fenilalanina - 15.93 3.70 2.8
Prolina - 4.86 - -
Serina - 5.64 - -
Treor;im - 5 008 3 070 2 .8
Triptofano 1.64 0.74 3.52 14
Tirosina - 3.54 - -
Valina 10.5 4.73 3.89 4.2

Tabla comparativa del contenido de Aminodacidos
de Agaricus campestris con otros hongos y la Pro-

teina Ideal de la FAO (9). De acuerdo con la -
FAQO, una proteina ideal es aquella que reune la
mayor parte de los amino-dcidos esenciales. La-
composicién se expresa en g/100 g de nitrégeno—

total .
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Técnicas de fermentacion en cultivo sumergido .-

Las técnicas mas comunes del cultivo sumergido para esca-
la de laboratorio son dos: con y sin agitacién mecanica.

A .- Con agitacion mecdnica .- Ya sea por maquinas agita
doras o propulsores (como por ejemplo, la agitadora de tipo New -
Brunswick con capacidad para 40 matraces de 350 ml, a 160 r. p.
m., y temperatura, 30° C).

B .- Sin agitacion mecdanica.- Pasando corrientes de aire,
previamente esterilizado (a través de filtros por ejemplo), con el-
objeto de mantener las particulas de crecimiento en movimiento -
continuo dentro del liquido de cultivo.

Se han proyectado gran variedad de fermentadores para -
utilizarlos en fermentaciones sumergidas en escala de laboratorio~
instalacion semipiloto y piloto.

La ceracién y transferencia de oxigeno, es de extraordina
ria importancia en el abastecimiento adecuado de oxigeno a la cé
lula, duante la fermentacién. También la esterilizacién del aire-
es esencial en la mayoria de las fermentaciones

Regulccién de la formccién de espuma .- En la mayoria de-
macidn de espuma. La espuma se puede eliminar utilizando agen-
tes antiespumantes quimicos, dispositivos mecanicos antiespuman—
tes y atros métodos diversos (18).

Regulcc ion del pH.- Aunque algunos fermentaciones se ve
rifican sin necesidad de regular el pH, se estima que en la mayor-
parte de los casos se logran mejorar mucho los rendimientos usando
un pH controlado continuamente .

Otros tipos de dispositivos de control .- En diversas fases -
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de las industrias de fermentacidn se utilizan cierto nimero de dis -
positivos de control variados, tales como reguladores de temperatu
ra, reguladores de presién, medidores de flujo, analizadores de O
y CO,, y registros automaticos de oxidacién - reduccion (18).



MATERIALES Y METODOS
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ESPECIFICACION DE OBJETIVOS

GENERALES DE LA TESIS

. INVESTIGACION BIBLIOGRAFICA

1.1 Recopilacién de toda la
informacién referente al tema.

1

ENSAYOS PRELIMINARES

2. AISLAMIENTO Y DESARROLLO DEL
MICELIO DE AGARICUS EN MEDIO SO
LIDO (MEDIO DE CONSERVACION)

2.1 Desarrollo miceliar a par

tir de hongos frescos.

2.2 A partir de la "semilla".

4.
A.

4.2 Nitrégeno
6.25 = protef

4.3 Propiedad

ESFERULAS MICELIARES DE
SP. (ANALISIS)

4.1 Consumo de azficares en
el cultivo sumergido

ticas del producto obtenido.

3. PROPAGACION MICELIAR EN CULTI
VO SUMERGIDO (MEDIO PROPAGATIVO)

3.1 Medio basal de Humfeld y Su
gihara (10)

3,2 Modificacién del medio basal
de H. y S. en base a economia y
disponibilidad de los nutrientes
seleccionados.

total (N x
na).

es orgaholép
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Material Biolégico: Hongos frescos (champifiones), hifas-

impregnando cereales ("semilla") de A . campestris, proporcionada
por Hongos de Méx . S.A.

Equipo:  Matraces erlenmeyer de 300 ml bafleados segin-

Solomons (23).

Matraces de Kjeldahl de 30 ml.

Colorimetro Fotoeléctrico de Klett-Summerson.

Potenciometro (pH. meter E512, Metrohm Herisau)

Agitador rotatorio Leland Motor de 24 matraces
Cutler-Hammer de 40 matraces

Bomba de vacio H.O. Velman.

Espectrofotometro PM Q 1.
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ENSAYQOS PRELIMINARES EFECTUADOS.
.- TECNICAS PARA OBTENCION DE ESPORAS .-

Hay una gran variedad de métodos para la obtencion de -
esporas de los hongos (4 .11, 18) y una vez obtenidas se hacen las
observaciones siguientes:

a) Forma de las esporas .

b) Tamafio (méximo, medio y minimo).

c) Color.

d) Caracteristicas y distribucion.

En esta tesis solo se hicieron los métodos que presentaban -
menor grado de dificultad en el aspecto técnico, debido a la esca

sez de material de laboratorio (material de vidrieria, instrumental
adecuado como micromanipulador, etc.).
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A .- Método de la caja doble.

Material Biolégico: Hongos maduros (Champifiones).
Material y Reactivos:

2 cajas de 20 x 30 cms. (pueden ser de cartén, madera o -
cualquier otro material accesible).

cajas de petri

Vasos de precipitado .

probeta graduada

Sol . de benzalconio al 50% o en sol. de mertiolato di--
luida con agua.

Metodologia:

En una de las cajas de carton o de madera se introducen -
en el fondo 2 6 mds cajas de petri sin tapadera, en la tapa de la -
caja se practicaran dos agujeros algo mas pequefios que el pileo de
los hongos que se van a utilizar, y dichos agujeros estarén separa
dos unos cuantos cms. con el objeto de que las esporas que se van-
a recibir en las cajas de petfi no se mezclen. Una vez realizado -
esto, los hongos se barnizan con la sol . de benzalconio o de mer-
tiolato y se introducen en la tapa donde se han practicado los dos-
aguieros, posteriormente, se coloca sobre esto otra tapa la que se-
sella con cinta adhesiva o masking tape (Ver. fig. 2).

Todas las cajas se esterilizaron previamente en el horno a-
160° C durante 1 hora y los hongos fueron barnizados con solucio~
nes desinfectantes para evitar dentro de lo posible una contamina-
cién bacteriana o fungica.

Los cajas se colocan a una temperatura de 28 a 30°C por -
. ’, . 0/
espacio de 1 a 2 semanas, después de esta incubacidn los hongos =
Agaricus  que previamente se habian comprado maduros, deberdn
soltar las esporas, las cuales caerdn en las cajas de petri.



HON GO
TAPA No 2

- TAPA Nol

CAVA
P ETRI

Fig. 2 .- llustracion representativa del método
de la doble caja.
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B .- Método del vaso.

Material Biolégico: Champifiones maduros.
Material y Reactivos:

Recipiente de material transparente (plastico, vidrio, etc)
quesea lo suficientemente grande como para que un vaso comin -
quepa dentro de él.

Cartoncillo blanco
Sol. de benzalconio al 50%.

Procedimiento:

Se barniza el hongo con la sol. de benzalconio, se deja-
secar al aire unos minutos, se corta el pedicelo a la distancia de -
0.5 cm. del pileo y se coloca entonces éste sobre el cartoncillo -
blanco .

Si la seta no esta lo suficientemente madura, se procede -
del siguiente modo para obtener sus esporas (16):

1 .- Dispéngase de un cartoncillo cuadrado que pueda colo
carse sobre un vaso .

2 .- Péngase agua en este vaso y hagase un agujero en el -
carton que deje pasar el pedicelo de la seta.

3 .- Hégase pasar el pedicelo por el agujero; coléquelo to_
do ello sobre el vaso, de modo que el pedicelo penetre enel -
agua.

4 .- RecUbrase el conjunto con una campana o recipiente =
de material transparente, y déjese el tiempo suficiente para la es-
porulacion del hongo .
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I1.- TECNICAS PARA DEMOSTRACION DE ESPORAS .

Las técnicas utilizadas para la demostracién de esporas fue

ron (14):
x) Coloracién de esporas por Dorner modificada por Snyder.

z) Coloracién de esporas por Carbolfucsina de Ziehl-Neel
sen .
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2.0 Meétodos para el aislamiento y desarrollo miceliar de Agari- -
cus en medios sélidos (medio de conservacidn).

2.1 Medio de Agar - Malta (A-M):

Ingredientes por 1  de solucién pH=4.6
Maltosa 12.75 g
Dextrina 2759
Glicerol 2.35g
Peptona 0.78 g
Agar 15.0 ¢

a) Tomar del centro del estipite 6 carpéforo de un Agaricus fres—
co, una pequefia parte (hifa) con pinzas, (pueden servir las pinzas
para diseccidn) e inocularlo en el medio ya descrito de A-M.

2.2 Utilizando el medio de A-M, pero inoculando la "semilla" -
(micelio de A. campestris  impregnando un grano de cereal).

Para la limpieza del material biologico, se usaron diversos
concentraciones de una solucidén acuosa de benzalconio. El mate-
rial de vidrio y metélico fue esterilizado en el autoclave y al hor-
no respectivamente .
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3.0 Propagacién miceliar en cultivo sumergido .

En esta fase, fue muy importante el trabajo realizado (5,-
10, 11, 12, 13, 22, 24), muy notable por cierto, efectuado afios
atras por los investigadores Humfeld y Sugihara, quienes publica—
ron una serie de articulos referentes al tema tratado en esta tesis ~
Por la importancia tan extraordinaria que jugaron dichas investiga
ciones, reproduciremos parcialmente algunas de las conclusiones a

las que ellos llegaron para determinar lo que denominaron medio -
basal de Humfeld y Sugihara.

3.1 Medio basal de Humfeld y Sugihara (10).

En 1952 Humfeld y Sugihara publicaron un articulo que de-
nominaron "Los requerimientos nutritivos de A . campestris en cul-
tivo sumergido", en dicha referencia ellos utilizan como fuente de
carbono un carbohidrato que sea soluble, como fuente de  nitiG=
geno amoniaco, urea y amino acidos, ademas de concentraciones-
especificas de varios minerales. Los carbohidratos que mejor se -
asimilan son: glucosa, d-galactosa, d-manosa, d-fructosa, d-xilo
sa, maltosa, manitol, sacorosa y almidén soluble. La lactosa, =
I-ramnosa y la carboximetil celulsa, no son utilizadas por el hon—

go .

Posteriormente afiaden una mezcla de 20 vitaminas, y ob—
servan que no se incrementa el crecimiento fingico. En este pun-
to cabe hacer un paréntesis y mencionar que estos investigadores -
coincidieron con el trabajo, efectuado en la India por Guha y Ba—
neriee (4.19, 4.24), realizado en 1972, en donde se hace hinca—
pié acerca de los azicares mejor asimilados por el micelio, asi co
mo la escasa o nula asimilacién de vitaminas afiadidas al medio de
cultivo.

Ellos encontraron que la mejor concentracion de azicar -
era al 5% y en especial el carbohidrato que mayor rendimiento -
producia era la glucosa.
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Nitrogeno .- La urea fué finalmente escogida como fuente-
de Nitrégeno debido a que su adicién no cambia el pH del medio,
lo suficiente como para tener un crecimiento desfavorable.

Se encontrd que el méximo desarrollo miceliar se daba al -
tener una concentracion de 100 mg/1 de solucién. Cantidades su-
periores a 3500 mg/1. inhibian el crecimiento.

Posteriorme nte ellos encontraron que la cantidad éptima -
no sélo para obtener un buen desarrollo miceliar, sino también pa
ra producir un olor a hongo era de 1500 a 2000 mg/1.

Aparentemente el pH del cultivo es afectado por la conver
sién quimica de urea a amoniaco (la actividad de la ureasa fué de
mostrada en los cultivos sélidos en agar por medio de la prueba =
del rojo de fenol).

También la autolisis celular contribuye a elevar el pH. El
pH se eleva en los primeros dias y tiende a decrecer después gra--
dualmente .

Por medio del factor convencional de 6 .25 ellos determina
ron la cantidad de proteinas y obtuvieron asi un méximo de 43% y
un minimo del 12,5% de protefnas (como ya se ha mencionado en-
el capftulo 11).

Fésforo .~ Después de la adicion de concentraciones varia
bles de écido fosforico (85%), el medio fue llevado a un pH 4.5 -
con NaOH 1N.

Los méximos rendimientos miceliares fueron obtenidos @ -
concentraciones de 50 mg/1. y aumenté después de 4 dias de incw
bacién. Sin embargo, para el desarrollo de un aroma de seta es -
necesario una mayor concentracién de este elemento. De este mo

do se encontré que la concentracion éptima era de 300 - 400 mg/1

Potasio .- El requerimiento de potasio es de 200 a 300 -
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mg/l . y después de 7 dias se observd que el micelio liberd hacia -
el medio de cultivo el potasio que anteriormente habia utilizado .

Azufre .- Aunque 50 mg/1. de azufre son suficientes paro-
un rendimiento maximo, se requieren 200 mg/1. para un agradable
aroma, aparentemente el micelio asimila 150 mg/1. y de estos 1i-
bera cl medio 50 mg/1 . después de 7 dias de incubacion.

Magnesio .~ Los més altos rendimientos fueron obtenjdos -
después de 3 dias de agitacién con 20 mg/1. de magnesio. Pare-
ce ser que el desarrollo de un buen olor no requigre de una concen
tracién . alta de magnesio, como la requerida para su mximo -
crecimiento .

En un estudio subsecuente se encontré que el magnesio que
se habia asimilado, fue liberado integramente gl medio de cultivo
por las células del hongo .

Oligoelementos .- Los siguientes elementos fueron requeri
dos en minimimas cantidades.

Fierro = 2mg/1.

Zinc =2mg/1.

Manganeso = menos de 1 mg/l.
Cobre = menos de 1 mg/1.

Conclusiones .

La eficacia del medio de cultivo para la produccion mice-
liar fue calculada en base a la cantidad de azicar consumida por-
el hongo y la cantidad de biomasa en peso seco obtenida.

El nitrégeno fue determinado por el método de Kjeldahl -
Gunning-Arnold; el fésforo como fosfomolibdato después de ser -
oxidado con percloracto; el potasio graviméiricamente con cobal~
tonitrito; el azufre con sulfato de bario después de ser oxidado con
permanganato de potasio; el magnesio por andlisis espectrofotomé-
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trico, la glucosa por un micrométodo de reduccién del cobre (10).
3.1 Medio basal de Humfeld y Sugihara (H-S) (10):

Ingredientes por 1. de solucién.

Glucosa 50 ¢

KHPO, 0.87 g
MgHPO4 0.40 ¢
CaCl, . 2 H20 0.37 g
H2SO4 2N 5.1 ml

Sol . de oligoelementos z 20.0 ml

Sol. acuosa de urea al 15.0 ml
20%.

El medio debera ajustarse a pH = 4.5 con sol . de NaOH 1N.
+ La sol. de oligoelementos se prepara de la siguiente forma:

Ingredientes por L. de solucién

FeCly 6 H)0 0.5 g
MnCl2 4 Hy0 036 ¢
ZnClp 0.20 g
CuSO4 0.05 ¢

3.2 Medios modificando el medio basal de Humfeld y Sugihara, -

en base a economia y disponibilidad en el pais, de los nutrientes -
necesarios para el éptimo crecimiento miceliar de Agaricus.
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3.2.1. Variando la fuente de carbono:

Utilizando concentraciones ascendentes de melaza de ca—
fia de azicar (Siendo un subproducto de las industrias azucareras,-
las melazas son las "aguas madres" de las cuales se ha removido -
por cristalizacién la mayor parte del azdcar).



El andlisis de melazas como % segn White (23):
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Caiia Caiia Refinada Remolacha
Sélidos Totales 78-85 86-92 78-85
Azicar Total 50-58 70-86 48-58
(invertido) :
N *. 0.08-0.5 0.05-0.25 0.2-2.8
P05 0.009-0.07 0.03-0.22 0.02-0.01
CaO 0.15-0.8 0.15-0.35 0.15-0.7
MgO 0.25-0.8 0.12-0.25 0.01-0.1
K0 0.8-2.2 0.2-0.7 2.2-2.45
$i07 0.05-0.3 0.07-0.25 0.1-0.5
AL,O3 0.01-0.04 0.002-0.01 0.005-0.06
Fe,O4 0.001-0.01 0.001-0.005 0.001-0.02
C 28-33 28-36 28-34
Cenizas Totales 3.5-7.5 1.8-3.6 4-8
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Aunque el azicar contenido en las melazas es dado a me—
nudo como total invertido, de hecho no todo el azicar presente es
sacarosa o invertido. Rhodes y Fletcher (1966), reportan en la ta-
bla siguiente el contenido real de azdcares (23).

Anélisis de Melazas (23).

%

Melaza de la cafia de azicar

Sacarosa
Invertido
Cenizas

Sustancias que no son
carbohidratos

Agua

33.4
21.2

9.8

19.6

16.0




39

3.2.2. Variando la fuente de nitrégeno:

Se utilizd sulfato de amonio y solucién acuosa de urea a -
diferentes concentraciones .
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4. Métodos analiticos practicados a las esférulas miceliares de -
Agaricus obtenidas .

4.1 Determinacién de Nitrégeno total, la digestion fue por Kijel
dahl, y la parte colorimétrica por Nesslerizacién. (2,25).

A . Material y Reactivos

Matraz para microkjeldahl o un tubo de paredes gruesas.

Pinzas para tubos de ensayo HySO,  concentrado
Mechero CuSOy cristales

5 pipetas de 5 ml . H,0, al 30%

2 pipetas de 1 ml. Sol. de NaOH 2 N
tubos de ensayo medianos Reactivo de Nessler
Matraz aforado de 100 ml (NHy) 2504

Agua destilada

B. Procedimiento

Se pesan aproximadamente 40 mg de muestra y se colocan~
en el tubo de paredes gruesas, se afiaden unas gotas de HpSOy -
conc. y se calienta suavemente hasta eliminar toda la humedad -
(hasta que el tubo esté seco).

Afiadir 3 ml de HySO4 conc. y unos cristales de CuSOy,
y con precaucién 5 gotas de HpO9 al 30%, se calienta hasta que-

el contenido del tubo sea transparente y no se desprendan humos -
blancos.

Se deja enfriar a temperatura amb i ente, se afora a 100 ml .



41

Tomar 1 ml. y afiadir 4 ml. de agua destilada; 3 ml. de solucién -
de NaOH 2 N y 2 ml. de reactivo de Nessler.

Dejar reposar 10 minutos y medir el color en un fotocolori
metro, empleando un filtro con una longitud de onda de 420 mm .-
(Filtro azul).

C. Curva estandar

Simulténeamente se preparan soluciones con concentracio
nes conoci das de sulfato de amonio; la solucién esténdar deberd -
contener 0.01 mg N/ml y de esta se toman por ejemplo: 0.1, 0.4,
0.6, 0.8 ml. completando el volumen a 5 ml. con agua en cada -
caso y seguir la técnica descrita como para la muestra.

El blanco lo constituye una sol. de 3 ml. de NaOH 2 N, -
2 ml. de reactivo de Nessler y 5 ml. de agua. Se traza una cur—
va en papel milimétrico colocando las concentraciones en las abs-
cisas y las lecturas en las ordenadas. Para calcular la concentra—
cidén problema se extrapola en la curva patrén la lectura obtenida
del problema.



CURVA ESTANDAR
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TUBO | SOL. 0.01 mg AGUA  [CONC. REAL mg N/ml U.K.

N/ml DE (NHg),

SO,
B = +5ml - 0
1 0.1 ml +4.9mL |0.001/5=2x 1074 13
2 04 ml +4.6 ml |0.004/5=8x 1074 80
3 0.6 ml -+4.4 ml | 0.006/5=12x 104 124
4 0.8 ml +4.2 ml |0.008/5=16x 104 177
5 1.0 ml +4.0 ml |0.01/5=.2 x 1073 235
6 1.2 ml +3.8 ml | 0.012/5=2.4 x 10-3 242
7 14 ml +3.6 ml |0.014/5=2.8x 103 255
8 1.6 ml +3.4 ml |0.016/5=3.2x 1073 287
9 1.8 ml +3.2 ml [0.02/5 =4x 1073 310
10 2.0 ml +3.0 mh | 0.025/5=5x 1073 345
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4,2 Determinacion de azicares reductares en los medios de ferme_n
tacién por el método de Underkofleret al (26).

Es una modificacion al método de Somogyi-Shaffer(19)y -
puede determinar satisfactoriamente un méximo de Il mg. del azi-
caren 5 ml. de solucién.

4.3 Propiedades organolépticas del producto obtenido .
4.3.1. Color.
4.,3.2. Oler,

4.3.3. Sabor.



RESULTADOS EXPERIMENTALES
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ENSAYOS PRELIMINARES

A) Metodo de la caja doble

Este experimento fué realizado en repetidas ocasiones vy
en todas fué observado lo siguiente:

1.- Los hongos estaban totalmente secos (momificados).
2 .- Las cajas de petri estaban vacias (sin esporas).

B) Método del vaso

Una vez efectuado en repetidas ocasiones este sencillo ex
perimentfo, se observo:

Las esporas son de color negro-violdceo, pero fueron tan -
pocas que no se pudieron propagar lo suficiente como para desarro
Ilar un crecimiento fingico.
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2.0 Como ya se menciond en el capitulo Ill, el medio seleccione
do para el mejor desarrollo miceliar fué el de A-M, ya que se pro
baron varios medios; entre ellos el de Saboraud, papa-dextrosa- -
agar, Czapeck, soya-triptosa-agar y el que didé més resultados sa=-
tisfactorios fué el ya mencionado .

Esta fase de la tesis, fué la més lenta, puesto que los hon-
gos macroscépicos (Basidiomicetes) son sumamente lentos para cre-
cer en medios sélidos, esto aunado a la gran facilidad para conta-
minarse con otra clase de hongos y de bacterias, da una clara idea
del por qué fueron 5 meses los que se necesitaron para el aislamien
to de Agaricus en el medio solido. -

Las principales bacterias contaminantes encontradas fueron
bacilos cortos Gram negativas, y los principales hongos contami--
nantes fueron Aspergillus y Penicillium.

Una vez desarrollado el micelio del Agaricus, el siguien—
te paso era su tipificacion, es decir, saber si se trataba de la espe
cie A. campestris.

Fué sugerido que la Gnica manera de identificar y tipifi- -
car el micelio sin posibilidad de equivocacion, era efectuando una
Anastomosis  (intercambio genético en cepas de la misma especie)
y solo si se anastomosaban se podria decir que dichas cepas eran -
genéticamente iguales y por lo tanto de la misma especie. El pro-
blema sin embargo no era tan sencillo, por lo siguiente:

1.- La Anastomosis es una técnica que no se ha hecho en -
México para ningin basidiomiceto, (la Unica referencia bibliogré-
fica encontrada sobre Anastomosis en un Basidiomiceto, fué la de-
Schizophyllum commune, y fué hecha en E.E.U.U. en 1973 -
(28).

2 .- No podia anastomosarla con otra cepa de la misma es-
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pecie, ya que por los estudios efectuados, tanto en el Instituto de
Biologia, como en el Instituto de Investigaciones Forestales de la-
Secretaria de Agricultura y Ganaderia, no hay cepas de A. cam—
pestris mexicanas, aisladas en México. T

3.- Ademas de las dificultades anteriores, se hubiere re- -
querido equipo muy especializado que no se tenia a mano. Por es
te motivo no se confirmé la especie de Agaricus empleado en es
te trabajo, aunque corresponde a una cepa comestible que se ex--
pende comercialmente .



Fig. 3.~ Aislamiento y Desarrollo del micelio
de Agaricus en medio solido (medio de
conservacion).
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3.2 Medios de cultivo previos y modificantes al medio basal de -
Humfeld y Sugihara.

Durante esta etapa, el problema fundamental era encon= -
trar un medio préctico, que no fuera muy elaborado, y que las ma

terias primas fueran de facil acceso, por su economia y disponibi—
lidad.

Algunos de los medios de cultivo fueron preparados antes -
de conocer el medio de Humfeld y Sugihara, razén que explica el
contraste entre los medios ¢k cultivo iniciales y posteriores.

Todos los matraces fueron inoculados con el miceliode -
Agaricus desarrollado en la primera fase de este trabajo, ocasio—
nalmente algunos matraces fueron inoculados con la "semilla" pro-
porcionada por la compaiiia "Hongos de México., S.A.".



MEDIO DE CULTIVO (cantidades requeridas por c/100 m/de medio).
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MATRAZ | FUENTE DE C | FUENTE DE N SALES |MINERALES | TIEMPO
MELAZA LICOR DE CO B
CIMIENTO DE CaCO K2HPO4 DIAS DE
MAIZ Y SUL- 3 INC.
FATO DE AMO.
NIO
5g 1ml+0.7 g. 0.5g.| 0.2g. 21
5¢g Tm+0.5g. 0.5g.| 0.2g. 21
5g. I ml 0.5g.| 0.2g. 21
Antiespumante = aceite comestible p-H =5

Este medio fué preparado, basado en el medio IV de la tesis:

ostreatus por el =
método de cultivo sumergido, con fines alimenticios humanos" -

" Produccidn comparativa del micelio de P.

©).

Crecimienfo: negativo.
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11.- MEDIO DE CULTIVO (cantidades requeridas par ¢/100 ml . de medio)

Sélo sales minerales del medio de
Humfeld y Sugihara. Sol. urea al 20%

pH=4.5
MATRAZ FUENTE DE C FUENTE DE N CRECIMIENTO | TIEMPO
SACAROSA UREA DIAS DE
INCUBACION
Al 5.9g. 7.5 ml (=) 21
A, 5g. 1.5 ml (+) 7
Aot ae 5 g. 1.5 ml (=)conta
minacién
abundan-
te” 7

ae = antiespumante

El pH fue ajustado con solucion NaOH 1 N

Crecimiento:

Los matraces Aj : crecimiento negativo

Los matraces A2 : presentaron crecimiento miceliar a los 7
dios de incubacidn.

Los matraces A2 + ge; contaminacién abundante .
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111. MEDIO DE CULTIVO (cantidades requeridas por C/100 ml . de medio).

Sélo sales minerales del medio de
Humfeld y Sugihara . Sol . urea al 20%

pH=4.5
MATRAZ FUENTE DE C FUENTE DE N CRECIMIENTO | TIEMPO DIAS
MELAZA UREA DE INCUBA--
CION.
K, 15 g.. 1.5 ml - 21
K4 20 g. 1.5 ml - 21
K5 25 g. 1.5 ml + com confami 18
. nacién
Ks 30 g. 1.5 ml +con confami 18
nacién
K7 35 g. 1.5 ml + 13

El pH fué ajustado con Ac . Acético glacial .




53

IV. MEDIO DE CULTIVO (cantidades reqireridas por c/100 ml . de medio)

S8lo sales minerales del medio de
Humfeld y Sugihara. Sol. urea al 20%
pH=4.5
MATRAZ FUENTE DE C FUENTE DE N CRECIMIENTO | TIEMPO
UREA DIAS DE
INC.
A] 5 g. de glucosa 1.5 ml. + 8
Ag 5 g. de sacarosa 1.5 ml. + 8
K7 35 g. de melaza 1.5 ml. - 21
K8 40 g.de melaza 1.5 ml. - 21
Ko 45 g. de melaza 1.5 ml. - 21
K10 50 g.de melaza 1.5 ml. - 21
K” 55 g. de melaza 1.5 ml. - 21
K12 60 g. de melaza 1.5 ml. - 21

El pH fué ajustado con Ac .Acético glacial (A4 al Aj2) y con sol. de NaOH 1 N pa-

Crecimiento:

Los matraces Ay, A2; crecimiento miceliar abundante a los 8 dias les demas; creci-
miento negativo.



V. MEDIO DE CULTIVO (cantidades requeridas por c/100 ml. de medio).

Sélo sales minerales del medio de
Humfeld y Sugihara. Sol . urea al 20%

pH=4.,5
MATRAZ FUENTE DE C FUENT'E DE N CRECIMIENTO | TIEMPO DI AS
UREA DE INC.

A, 5 g. de glucosa 1.5ml - 21

A, 5 g. de sacarosa 1.5 ml. - 21

Ky 20 g. de melaza 1.5 ml. - 21

K5 25 g. de melaza 1.5 ml. - 21

Ky 30 g. de melaza 1.5 ml. - 21

K7 35 g. de melaza 1.5 ml. R ‘21‘

Kg 40 g. de melaza 1.5ml. ’ - 21

K9 45 g. de melaza 1.5ml. - 21

K10 50 g. de melaza 1.5ml. - 21

K” 55 g. de melaza 1.5ml. - 21

Ky2 60 g. de melaza 1.5ml. - 21

El pH fué ajustado con Ac . Acético glacial (A4 al Ajp) y consol. de NaOH 1 N
paaA;yA,.
Crecimiento:

Negativo en todos los matraces .




VIl. MEDIO DE CULTIVO (cantidades requeridas por ¢/100 ml . de medio)
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Sélo sales minerales del medio de
Humfeld y Sugihara, Sol. urea al 20%
pH=4.5
MATRAZ - FUENTE DE C FUENTE DE N. CRECIMIENTO | TIEMPO
UREA DIAS DE

INC.
Aq 5 g. de glucosa 1.5 ml. + 8
Ay 5 g. de sacarosa 1.5 ml. + 9

MELAZA
K, 20 g. 1.5 ml. = 21
Ks 25 g. 1.5 ml. - 21
K6 30 g. 1.5 ml. - 21
K7 35 g. 1.5 ml. - 21
K1 35 vg. 1.0 ml. - 21
K7.2 35 g. 2.0 ml. ligero 15
Kg 40 g. 1.5 ml. ligero 15
Ko 45 g. 1.5 ml. - 21
K10 50 g. 1.5 ml. - 21
K11 55 g. 1.5 ml. - 21
Ky2 60 g. 1.5 ml. - 21
AK] 39.(iesoc. 2.0 ml. + 18
35 g. de melaza

El pH de A} y A2 fué ajustado con NaOH T N, todos los demds matraces fueron ajusta-

dos con Ac. Acético glacial .




Fig. 4.~ Propagacion miceliar en cultivo sumer-
gido (medio con melaza).
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4.0 Métodos analiticos practicados a los esférulas miceliares de -
Agaricus obtenidas .

4.1 Determinacién de proteinas a partir del contenido total de Ni
trogeno .

Del valor resultante de extrapolar en la curva estandar se-
determiné la concentracién de N total de la muestra .

Este valor se multiplicé por el factor 6.25 para convertir
el valor de N en valor de proteina, aunque recientes estudios han
indicado que este factor es bajo y que el verdadero valor podria -
acercarse mds a 6.45. No obstante, "hasta que no se acepte un -
valor con més exactitud, por acuerdo de los quimicos clinicos se—
rd conveniente retener y usar el valor 6.25 para la razén protei- -
na/ N" (25).



58

CONTENIDO DE PROTEINA DE LOS MICELIOS DE
AGARICUS SP. CULTIVADOS EN MELAZA Y CON

GLUCOSA.

( REFERIDO A PRODUCTO SECQ )

CON MELAZA %

CON GLUCOSA %

Proteina ( N x 6.25) | 35

40
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4.2 Determinacion de azicares por el método de Underkofler -
et al.

La cantidad requerida por las esférulas miceliares fué de -
5% 1 g. de sacarosa o de glucosa, ya que por los experimentos-
realizados la asimilacién de los dos carbohidratos fué muy semejan
te. (Esto corrobora lo mencionado anteriormente por Humfeld y Su
gihara (10), en lo referente a la aceptacién por parte del micelio-
de A. campestris de una gran variedad de carbohidratos solubles).

Las melazas utilizadas en éste trabajo contenian aproxima-
damente un 33% de azicares reductores, y se encontrd que el ran-
go optimo para el desarrollo miceliar es entre 30 y 35 g. de mela-
za por cada 100 ml. de medio de cultivo.

No obstante en los Gltimos experimentos se vi6 que una -
mezcla de 3 a 3.5 g.% de sacarosa + 30 g.% de melaza, fué me-
jor aprovechado por el micelio del Agaricus.
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4.3 PROPIEDADES ORGANOLEPTICAS DEL PRODUCTO OBTE--
NIDO.

4.3.1 COLOR.

En los matraces que fueron cultivados con glucosa y saca—
rosa, el producto obtenido fué de color blanco y de consistencia -
algodonosa .

En los matraces cultivados con melaza el color presenté -
un tono café claro y café obscuro .

4.3.2 OLOR.

No presenté ningin olor el producto obtenido .

4.3.3. SABOR.

Ligeramente sabor a papel himedo .



Fig. 5.- Esféerulas miceliares de Agaricus sp.

A) Medio con melaza. B) Esférulcs

lavadas con agua y @ mayor aumen-
b .
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Los objetivos primordiales, propuestos a priori en este tra—
bajo se cumplieron.

Se obtuvo en primer lugar el desarrollo miceliar del Agari
cus, que si bien, no se logré tipificar la especie por las razones -
expuestas anteriormeri e, si se puede asegurar que la especie es -
comestible .

En segundo término se encontro un medio de cultivo, utili
zando como materia prima, desechos de industrias (melazas), con-
lo cual, el costo econémico del cultivo disminuye notablemente .

Y finalmente se logré desarrollar el micelio de un basidio-
miceto que nunca antes se habia aislado en México (al menos en-
los estudios realizados y referencias encontradas, no se encontrd -
ningun reporte que diga lo contrario).

Ademas de que las posibilidades en el desarrollo de produc
tos microbiolSgicos, por la técnica de cultivo sumergido, nos ofre
ce un amplio panorama en el campo de la tecnologia de alimentos.

Esto es en base a su economia y la facilidad de adapta- -
cién de cualquier espacio que reuna ciertas caracteristicas funda—
mentales (lugares limpios, secos, con cierta ventilacién y acondi-
cionados de tal modo que se facilite el transporte de materias pri—
mas y productos), se puede realizar este sencillo y practico méto—
do, no sélo para alimentacién humana, sino también para especies
animales (ganado vacuno, ovino, porcino, etc.).

Esta técnica nos sugiere una visidén hacia un futuro no le--
jano, en el que el ser humano se alimente con productos obtenidos
por cultivos sumergidos .

También grandes necesidades alimenticias podrian ser reme
diadas si los gobernantes de cada pafs o territorio, dieran una so—
mera observacién a estas técnicas, no sélo en el dmbito nacional -
sino a nivel continental .
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El primer paso seria naturalmente un estudio bromatolégico
de los productos que se pretendan cultivar por este método, para -
luego efectuar una evaluacidon de las materias primas abundantes -
y disponibles que el pais o zona geogréfica tengan, con la finali—
dad de obtener un completo éxito .

Los champifiones (Agaricus), son un alimento conocido y
degustado por la mayoria de las gentes, y pueden ser abaratados-
en sus costos por éste método. Y si bien el producto obtenido no -
posee la forma y tamafio a que estamos acostumbrados, si posee el
mismo valor nutritivo y por lo tanto se podria utilizar como com-~
plemento de sopas o en bocadillos y botanas.

Por Gltimo no queda sino recomendar una mayor atencién y
estudio sobre los desechos de las industrias, para aprovechar estas-
fuentes inagotables de energia, que sabiéndolas manejar, las pode
mos modificar hasta lograr un propésito comin: conocer el medio-
ambiente que nos rodea y transformarlo para nuestro bienestar.
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