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RESUMEN

El cultivo del hongo seta Pleurotus ostreatus puede considerarse como una
actividad que conlleva beneficios ecoldgicos, econdmicos y sociales, ya que se
basa en el aprovechamiento de subproductos agricolas, agroindustriales y
forestales que no han adquirido alguna utilidad potencial. Para reducir la mayoria
de los organismos contaminantes que vinieran en tales y compitan con el hongo
por espacio y nutrientes estos usualmente son sometidos a un proceso térmico.
Con la finalidad de cumplir esta funcion sin requerir energias convencionales ni
desperdiciar agua se ha desarrollado un método de Semi-composteo denominado
pasteurizacion por autocalentamiento, debido a que el origen y aumento de
temperatura sobre este es generado por la accion de microorganismos y su
metabolismo. En este trabajo se evalué la capacidad productiva de tres
subproductos vegetales y se modific6, mediante el disefio conceptual, un
contenedor de madera para el semi composteo, donde se compararon dos

técnicas: Sin remocién y con remocion del material.

Se analizaron parametros fisicoquimicos del Acahual Simsia sp., Bagazo de
Maguey Agave Angustifolia Haw y Olote de Maiz Zea Mays, y se determind su
efecto, de forma individual y mezclados, sobre el crecimiento micelial y produccion
de cuerpos fructiferos de la cepa P. ostreatus ECS-0152. El crecimiento y
caracteristicas morfoldgicas de los micelios desarrollados se evaluaron in vitro
durante 8 dias. Los resultados no mostraron influencia significativa (a <0.05) entre
los sustratos utilizados, y las caracteristicas morfol6gicas miceliales concordaron
con lo sefialado para esta especie. Los cuerpos fructiferos obtenidos se evaluaron
mediante parametros de productividad. La eficiencia biologica (EB) fluctué de 52 a
91%, la tasa de produccion (TP) de 0.80 a 1.75, el peso promedio (PP) de 8.22 a
14.69 g y el rendimiento (R) de 6 a 19.3%. Las mas altas EB, TP, PP y R se
consiguieron en la mezcla Acahual-Bagazo de Maguey. En base a estas
inferencias, dicha mezcla fue elegida para ser preparada mediante el semi

composteo para su pasteurizacion por autocalentamiento. Durante el proceso se



determiné el pH, Humedad, temperatura, humedad relativa y temperatura
ambiente. No se observé contaminacién después del tratamiento, y en la
comparacion entre técnicas sobre la produccion de P. ostreatus no se encontraron
diferencias estadisticas sobre EB=86%, PP=14.93 g y R=11%, EB=88%,
PP=14.20y R=10.7, pero si en la TP=1.91%,1.26% y en el tiempo del proceso.

Palabras clave: Subproductos vegetales, Semi-composteo, pasteurizacién por
autocalentamiento, Pleurotus ostreatus.



ABSTRACT

The cultivation of mushroom Pleurotus ostreatus can be seen as an activity that
involves ecological, economic and social benefits, which are based on the use of
agricultural, agroindustrial and forest waste that have not acquired any use. To
reduce most pollutants such microorganisms come in and compete with the
mushroom for space and nutrients there usually given a thermal process. To fulfill
this function without requiring conventional energies or waste water has developed
a method of Semi-composting called pasteurization by self-heating, because the
origin and temperature rise for this is generated by the action of microorganisms
and their metabolism. In this work are evaluated the production capacity of three
plant subproducts and modified by the conceptual design a wooden container for
semi composting, where two techniques were compared: No removal and removal
of material. Physicochemical parameters were analyzed for Acahual Simsia sp.,
Bagasse Maguey Agave angustifolia Haw and Corn Cob Zea Mays, and effect was
determined individually and mixed on mycelial growth and production of fruiting
bodies of P. ostreatus strain ECS- 0152. Growth and morphological characteristics
of developed mycelia were evaluated in vitro for 8 days. The results showed no
significant influence (a< 0.05) between the substrates used and morphological
characteristics mycelial agreed with those reported for this species. The fruiting
bodies obtained were evaluated by productivity parameters. Biological efficiency
(BE) ranged from 52 to 91%, Production Rate (PR) of 0.80 to 1.75, Average
Weight (AW) of 8.22 to 14.69 g and Yield (Y) of 6 to 19.3 %. Higher BE, PR, AW
and Y, were obtained in Acahual-Bagasse Maguey mixture. Based on these
inferences mixture was chosen to be prepared by the semi composting for
pasteurization by self-heating. During the process; pH, humidity, temperature,
relative humidity and ambient temperature it was determined. No contamination
was observed after treatment, and the comparison between techniques for the
production of P. ostreatus no statistical differences on BE =86 %, AW =14.93 g, Y
=11 %; EB = 88 %, AW= 14.20 g and Y = 10.7, however in PR = 1.91 %, 1.26 %

and in the process time there was difference.
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1 INTRODUCCION

En los dltimos 10 afios la produccion de hongos comestibles ha tenido una
creciente demanda en el mercado nacional, ya que de generar 27,825 t en 1995
aumenté a 38,708 en 2006 (Huerta et al., 2009). El hongo “seta” Pleurotus
ostreatus, es una de las especies mas producidas por sus caracteristicas
organolépticas, facilidad de cultivo, alto valor nutricional, y poseer propiedades

medicinales anti tumorales, diabéticas e inflamatorias (Chang y Miles, 2004).

La producciéon mundial de Pleurotus hasta el 2006 se estimé en 1 x 10° t afio™,
mientras que en México ascendié a mas de 5,000 t afio” colocandolo como el
mayor productor de Latinoamérica, con ganancias superiores a los 200 millones
de délares y generando alrededor de 25 mil empleos directos e indirectos (Gaitan-
Hernandez et al., 2007).

Tradicionalmente Pleurotus se cultiva sobre pajas de cereales, pero estas no
siempre estan disponibles en todas las regiones (Pérez-Merlo y Mata, 2005) por lo
gue se buscan alternativas de uso de nuevos sustratos y mezclas (Uhart et al.,
2008) que puedan mejorar los rendimientos, optimizando la estructura del sustrato
(granulometria, porosidad), disponibilidad y accesibilidad de los nutrientes
(Sanchez y Mata, 2012).

En el estado de Oaxaca, la actividad agricola de temporal mas importante es el
cultivo de Maiz Zea Mays (INEGI, 2007) que en 2009 tuvo una produccion de 1 x
10° t afio™, (SAGARPA, 2010). Se estima que por cada tonelada de maiz, después
de ser desgranado para su consumo, se generan 170 kg de un subproducto
conocido como “olote” (Cordoba et al., 2013) que ocasionalmente es usado como
combustible o para la alimentacion animal. Otra actividad de importancia es la
produccion de mezcal a partir del Maguey Agave Angustifolia Haw, de la cual se
obtiene un subproducto de desecho tradicionalmente llamado “bagazo”, que tan
solo en 2011 (Martinez et al., 2012) generé 131 764 t, y al formarse grandes

volimenes se vuelven fuente de fauna nociva y pueden ser vehiculo de problemas



de salud publica. Por otro lado, en diversos cultivos o terrenos agricolas
abandonados crecen cominmente subproductos o malezas no deseados, como el
Acahual Simsia sp., siendo su corte e incineracion la manera utilizada para su
eliminaciéon (CONABIO, 2009). Debido a que estos tres subproductos no han
adquirido alguna utilidad potencial, pueden considerarse para su aprovechamiento
por medio de procesos para generar alimento humano, como las setas, con

beneficios ecologicos, econdmicos y sociales.

Si bien la seleccion de sustratos es de suma importancia, aplicarles el tratamiento
adecuado para disminuir la cantidad de organismos nocivos que pudieran venir en
el material y compitan con el hongo por espacio y nutrientes, es critico. Los
sustratos son sometidos a un tratamiento térmico, que comercialmente se realiza
mediante la pasteurizacién por aplicacion de vapor a 60 a 80°C, por 6 y 12 h, o
también de 100°C por 1 h, esto proporciona una mejor proteccion a
contaminantes, pero su costo es elevado. La pasteurizacion por inmersion en agua
caliente a 75 a 80°C durante 1 h es otro procedimiento utilizado, pero por un
efecto de lixiviacion se pierden nutrientes aprovechables para Pleurotus; ambos
métodos utilizan gas o lefia como combustible. Otro, sencillo y, de bajo costo es la
pasteurizacion por inmersion alcalina, que consiste en sumergir el sustrato por 12
a 48 h en agua con cal (Ca(OH),) sin embargo otorga una baja efectividad en la
eliminacién de contaminantes bacterianos y no impide la proliferacion de los

huevos y pupas de moscas (Barrios-Espinoza et al., 2009).

Debido a esto, (Villa et al., 1999) desarrollaron un método “ecoldgico” de
pasteurizacion por autocalentamiento, dirigido a la produccion rastica y que
consistia en un composteo tradicional incompleto (Apilar, cubrir con plastico y
remover manualmente) que no desperdiciaba agua, ni necesitd de energias
convencionales ya que el calor requerido se generaba por accion de
microorganismos y su metabolismo sobre el sustrato, obteniendo resultados
satisfactorios, sin embargo presentd como inconveniente no poder controlar

factores biodticos, fisicos y ambientales, su tiempo era prolongado y no era



uniforme, lo que no asegurd un tratamiento adecuado. Por tanto, Hernandez, et
al., (2003) determinaron que era necesario el uso de un contenedor para controlar
tales factores, y construyeron un cajéon de madera de 1m?® mejorando
considerablemente los resultados obtenidos anteriormente, Barrios-Espinoza et
al., (2009) y Sanchez et al., (2011) replicaron este método, no obstante, para la
remocion y aireacion habia que sacar todo el material del contenedor con una
pala, posteriormente llevarlo a una mezcladora y nuevamente regresarlo al
contenedor, lo que resultaba tedioso, requeria mucho esfuerzo fisico dada la
cantidad de material que se utilizaba (100 kg) y el manipular el sustrato tantas
veces podia ocasionar un cruce de contaminantes, Avendafio y Hernandez (2013)
en condiciones rurales no lograron alcanzar las temperaturas necesarias, asi que
agregaron una capa de 2 cm de poliuretano al contenedor de madera, por lo que
probar otros tipos de sustratos, otras condiciones ambientales y determinar si la
remocion era necesaria resultdé preciso y recomendable para hacer mas

inferencias sobre este método.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

Determinar parametros fisicoquimicos, morfologicos, productivos, y de semi-
composteo en subproductos vegetales utilizados como sustratos en el cultivo de

Pleurotus ostreatus.

2.2 Objetivos Especificos

Determinar caracteristicas fisicoquimicas de tres subproductos vegetales para su
uso como sustratos de P. ostreatus y su comparacion con los valores de

referencia.

Utilizar in vitro tres subproductos vegetales como medios de cultivo para conocer
su efecto sobre el crecimiento y las caracteristicas morfolégicas miceliales de P.

ostreatus.

Evaluar y seleccionar el tratamiento mas eficiente en la produccion de carpéforos

de P. ostreatus utilizando tres subproductos vegetales como sustratos.

Modificar el contenedor para el semi composteo y analizar su influencia en la
evolucion de pardmetros durante el proceso de pasteurizacion por

autocalentamiento.

Determinar la incidencia de contaminantes y produccién de cuerpos fructiferos de

P. ostreatus en el sustrato semi compostado.



3 MARCO TEORICO

3.1 El Cultivo de Hongos Comestibles

El cultivo de hongos comestibles es una actividad que se ha desarrollado desde
hace mas de 200 afios en Europa con el cultivo del champifibn Agaricus bisporus
y en Asia con el cultivo de especies como Lentinula edodes y Auricularia (Sanchez
y Royse, 2001). En el 2007, la produccion mundial superé los 7 millones de
toneladas de hongos comestibles cultivados frescos por afo, cuyo valor
econdémico aproximado supera los 30 billones de ddlares, dentro de los paises

productores destacan China, Holanda y Estados Unidos (Sanchez et al., 2007).

En Latinoamérica, México es el pais con mayor produccién de hongos, ya que
genera alrededor del 60% de la produccion total de la region, lo que lo ubica como
el 160. productor a nivel mundial. El monto anual de las operaciones comerciales
supera los 200 millones de délares, generando alrededor de 25 mil empleos
directos e indirectos, ademas la importancia ecolégica de esta actividad
econdémica radica en la utilizacidén y reciclaje de mas de 474,000 t anuales de
subproductos agricolas, agroindustriales y forestales La mayor proporcion de
produccion, 95.35% corresponde a Agaricus (blanco: 44,931.5 t afio™ ; café: 328.5
t afio™ ), seguido por Pleurotus con 4.62% (blanca, gris, café: 2,190 t afio™ ), y
Lentinula edodes con 0.038% (18.2 t afio™) (Sanchez et al., 2007).

Comparativamente, en 2004, el volumen de produccién de hongos comestibles en
México fue superior al de cacao (43,974 t afio™), equivalente al de ajo (47,917 t
afio™), y poco inferior al del chicharo (53,717 t afio™), del tomate cherry (54,592 t
afio™), y de las hortalizas (62,487 t afio™), también es relevante la comparacion
con los equivalentes organicos de estos productos, tales como el café cereza
organico (31,571 t afio?). La produccién organica de hongos comestibles
cultivados es cada dia mayor, se desarrolla a un nivel mas acelerado, y representa
una importante ventaja competitiva del producto a corto plazo (Sanchez et al.,
2007).



Pleurotus se ha destacado por una rapida aceptacion en el mercado y un
crecimiento igualmente rapido en la agroindustria mas que cualquier otro de los
géneros cultivados hasta ahora debido a la diversidad de sustratos sobre los que
es capaz de crecer, ademas de permitir apreciar de manera directa el impacto
benéfico de cultivar hongos para el aprovechamiento de desechos agricolas
(Sanchez y Royse, 2001)

México es pionero en el cultivo de este género en América Latina, a pesar de
haber sido cultivado comercialmente por menos de 30 afios, en la Ultima década
los niveles de produccion aumentaron alrededor de 400 por ciento. En 2007 se

produjeron en el pais cerca de 4 mil t de Pleurotus (Sanchez et al., 2007).

3.1El Cultivo de Pleurotus ostreatus

3.2.1 El género P. ostreatus

P. ostreatus, conocido popularmente como “seta” en México y algunos paises
Latinoamericanos (a diferencia de Espafa, donde se denomina seta a cualquier
hongo) u orejas blancas, orejas de palo, orejas de patancan, orejas de cazahuate
y orejas de izote, es un hongo basidiomiceto del orden de los Agaricales y familia
de las Tricholomataceae. Cada hongo esta formado por una serie de finos
filamentos llamados hifas, que en conjunto forman lo que se denomina micelio,
bajo condiciones favorables de humedad y temperatura, este micelio extendido
sobre un sustrato adecuado, se transforma en pequefios grumos que van
aumentando de tamafno hasta formar la tipica seta, carpoforo o cuerpo fructifero
(Figura 1) formado por el estipite (pie) que generalmente es corto, o lateral,
engrosado gradualmente hacia el lado del sombrero o pileo, y algunas veces no
se presenta. Generalmente mide alrededor de 2 cm de largo, 1 a 2 cm de grosor, y
es blanquecino. El pileo (sombrero) puede medir entre 5y 12 cm de diametro, es



liso convexo, raramente redondo, casi siempre en forma de ostra o concha, puede
presentar escamas hacia el centro o en la base y los cuerpos fructiferos son por lo
general concrescentes. ElI himenio (ldaminas) son muy decurrentes,
anastomosadas en la base, anchas, blancas y algunas veces amarillas. La
fructificacion tiene la funcién de producir las estructuras de reproduccién llamadas

esporas cuya mision es perpetuar la especie (Gaitan-Hernandez et al., 2006).

De manera natural, las setas crecen en troncos en descomposicion, es decir se
alimentan de materia organica degradando las sustancias con enzimas que liberan
al medio humedo que les rodea. Artificialmente P. ostreatus se ha cultivado en una
gran cantidad de materiales obtenidos como subproductos, y pueden ser
producidos en un corto periodo de tiempo, a bajo costo y en areas reducidas, sin
embargo es importante que se suministren los mas adecuados para que los
nutrientes puedan ser aprovechados por las hifas del micelio, ademas de contar
con la temperatura y humedad correctas, asi como aire que aporte oxigeno y

cierta cantidad de luz (Gaitan-Hernandez et al., 2006).

Sombrero o
pileo

ETMINES
o himenio

Pie o estipite

Figura 1. Esquema General de un cuerpo fructifero de P. ostreatus.



3.3 Proceso de Produccién de P. ostreatus

El proceso de produccion de P. ostreatus se ha determinado en dos fases:
Laboratorio y produccion. La primera involucra la obtencion de la cepa y
preparacion de inoculo, mientras que en la otra se lleva a cabo la preparacién del

sustrato, siembra, incubacion, fructificacion y cosechas.

Ambas fases se esquematizan de manera general en la Figura 2 y se describen a

continuacion de acuerdo a lo establecido por Gaitan-Hernandez et al. (2006).

FASE DE LABORATORIO FASE DE PRODUCCION
Cepa In6culo Sustrato
Preparacion de L Recepcion del
medio de Cultivo Recepcion del grano sustrato — Secado
v v v v
Esterilizacion y Limpieza e .
Enfriamiento hidratacion Tratamiento - Almacenado
v [ v
Vaciado en cajas Escurrido > Siembra
Petri
v [ v
Resiembra o Embolsado v pesado Incubacion y
Inoculacién yp perforacion de bolsas
v [ v
L Esterilizacion y .
Incubacion enfriamiento Produccion
[ v
I_’ Siembra Cosecha
[
Incubacion -

Figura 2. Esquema general del proceso de cultivo de P. ostreatus (Gaitan-Hernandez et
al., 2006).
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3.3.1 Obtencion de la cepa

El proceso para el cultivo de hongos inicia con la obtencién del micelio (forma
algodonosa) al cual se le llama cepa, a partir de hongos seleccionados por
germinacion de esporas o haciendo crecer un fragmento del tejido interno de un
hongo en un medio de cultivo sélido que le proporcione los nutrimentos necesarios
para su desarrollo (Gaitan-Hernandez et al., 2006). La mejor velocidad de
crecimiento para Pleurotus se presenta en el medio agar extracto de malta (MEA)

(Barrios-Espinoza, 2007).

3.3.2 Elaboracién del in6culo

La preparacion de inoculo o semilla se refiere a la propagacion o desarrollo masivo
del hongo en granos y se realiza en dos etapas de acuerdo a Gaitan-Hernandez et
al., (2006):

In6culo primario: Es la propagacion del micelio en semillas a partir de una cepa

crecida en medio de cultivo.

Inéculo secundario: Es la propagacion del micelio en semillas a partir del in6culo
primario, es decir, es la multiplicacion del micelio para disponer de una mayor

cantidad para su siembra en el sustrato elegido para la produccion de hongos.

La eleccién de los granos o semillas para la produccion de inéculo dependera de
su disponibilidad, bajo costo y calidad. Se pueden emplear semillas de sorgo,
trigo, centeno, cebada, avena, mijo y arroz, entre otros (Gaitan-Hernandez et al.,
2006).
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3.3.3 Seleccidén del sustrato

P. ostreatus es capaz de crecer en materiales lignocelulésicos debido a que ha
desarrollado las enzimas necesarias para romper la lignina mediante las
reacciones mediadas por la ligninasa (LPI) y manganeso peroxidasa extracelular
(Kirk y Farrel, 1987).

Debido a que los residuos lignocelulésicos que generan las actividades agricolas,
agroindustriales y forestales basadas en el sistema de produccion continua
pueden llegar a acumularse y convertirse en un riesgo para el equilibrio ecolégico,
(ya que los procesos de biodegradacion natural no funcionan a la misma velocidad
con la que se estos se generan) se han estudiado mas de 200 de estos materiales
posibles para el cultivo de P. ostreatus (Ardon, 2007), estos se han clasificado en:
Esquilmos agricolas, subproductos agroindustriales, residuos forestales y
desechos lignocelulosicos urbanos. En el cuadro 1 se muestran diferentes

Eficiencias Bioldgicas (EB) obtenidas para P. ostreatus sobre distintos sustratos.

Cuadro 1. Materiales evaluados como sustratos para P. ostreatus y su eficiencia

bioldgica.
Material (Sustrato) Eficiencia Biol6gica (%)*

Bagazo de cafia de azUcar 142.7
Bagazo de maguey tequilero 113.6
Hojarasca de parques y jardines 66.9
Olote de maiz 50.5
Paja de cebada 106.4
Paja de trigo 142.6
Pulpa de café 159
Rastrojo de maiz 150
Rastrojo de frijol 137.6
Viruta de pino 44.3

(Sanchez et al., 2007) * Relacion entre la cantidad de hongos frescos obtenidos y el sustrato utilizado en base seca.
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Es indispensable conocer la disponibilidad, abundancia, buen precio de
adquisicién y facilidad de transporte del material en la regién en donde se piensa
cultivar Pleurotus, ademas de tomar en cuenta los siguientes factores para el

sustrato:

3.4 Caracteristicas de los sustratos

3.3.4.1 Tamafio de particula

El tamafio de particula afecta el crecimiento y fructificacion porque se relaciona
con la accesibilidad a los nutrientes, al agua y al aire por parte de las hifas del
hongo. Los tamarfios de particula muy pequefios dificultan la aireacién necesaria
para la respiracion y los tamafios muy grandes son inadecuados porque dificultan
la compactacion del substrato y el acceso del hongo a los nutrientes. Un tamafio
de particula de 2 a 5 cm son los valores mas citados y los que proporcionan la
mejor estabilidad (Muez y Pardo, 2001).

3.3.4.2 pH

El potencial de hidrégeno del medio donde crece un hongo influye directamente
sobre éste porgue incide sobre el caracter idénico del medio, las proteinas de la
membrana y la actividad de las enzimas ligadas a la pared celular; es decir, su
metabolismo. Para el crecimiento de Pleurotus se han citado rangos de
crecimiento entre 4 y 7 de pH con un 6ptimo entre 5 y 6. Este valor sin embargo

suele variar entre cepas y especies (Sanchez y Royse, 2001).
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3.3.4.3 Humedad

El contenido de humedad en los sustratos influye directamente sobre el desarrollo
de los hongos porgue afecta la disponibilidad de nutrientes. Los hongos tendran
un crecimiento 6ptimo en sustratos que tengan 70-80% de humedad, debajo de
estos porcentajes el micelio crecera de manera irregular, con poco vigor y se ve
mas facilmente afectado por organismos competidores, y con una humedad
superior al 80%, el micelio disminuird su crecimiento ya que se encuentra en

condiciones anaerobias debido al exceso de agua (Guzman et al., 1993).

3.5 Preparacién del sustrato

Es una actividad que acondiciona al sustrato para disminuir la flora microbiana
nociva que esta presente en ellos y de esta manera evitar que existan pérdidas de
material por contaminacién y la baja o escasa colonizacion del sustrato por

organismos competidores de espacio y nutrientes (Gaitan-Hernandez et al., 2006).

Existen mas de seis técnicas de preparacion de sustratos para P. ostreatus con la
funcién de disminuir la contaminacién, como la esterilizacion, la pasteurizacion o la
aplicacidon de un tratamiento quimico, y se aplican de acuerdo al tipo de tecnologia
gue se realice: una de tipo industrial y otra rustica (Guzman et al., 1993) sin
embargo al efectuar esto también pueden haber cambios bioquimicos en el
sustrato que lo afecten positiva o0 negativamente, Fracchia et al., (2009)
mencionan que después de la pasteurizacion de distintos sustratos se han
encontrado los géneros que mas compiten con Pleurotus spp. son Penicillium y
Trichoderma, esto probablemente porque la ruptura parcial de la celulosa y la

hemicelulosa, las pone a mayor disposicion de los competidores.

Las técnicas mas utilizadas son: Pasteurizado por vapor, inmersion en agua

caliente e inmersion alcalina.
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3.5.1 Pasteurizacion por inmersion en agua caliente

El sustrato se sumerge en agua caliente (75 a 80°C) durante 1 h. (Gaitan-
Hernadndez et al., 2006). ElI sumergir el sustrato en agua puede tener diferentes
consecuencias, segun el material utilizado, existe un efecto de lixiviado durante la
inmersion que puede resultar en pérdida de nutrientes aprovechables para
Pleurotus ademas de ser ineficiente desde el punto de vista energético (lo que la
hace operable sélo cuando se trabaja a muy pequefa escala) y produce aguas

residuales altamente contaminantes.

3.5.2 Pasteurizacion con vapor

Consiste en colocar el sustrato en un area cerrada, y se le aplica vapor generado
por una caldera eléctrica, de diesel o gasolina, por medio de tubos de cobre o
mangueras resistentes al calor. Se recomienda que la temperatura alcance entre
de 70 a 80°C y que el sustrato se mantenga de 2 a 4 h en esa condicion. Al cabo
de este tiempo se suprime el vapor y se deja la ventilacion para que el sustrato se
enfrie. La pasteurizacién por vapor es un método que requiere mas inversion que
la inmersién en agua porque necesita al menos de un generador de vapor (Gaitan-
Hernandez et al., 2006).

Es importante que la temperatura de pasteurizacion se mantenga estable, ya que
si se eleva demasiado puede ocasionar cambios en la composicién quimica del
sustrato provocando la solubilizacion de azucares simples, con lo que predispone
al substrato a una mayor invasion de hongos contaminantes que impiden el buen
desarrollo del hongo seta. De manera contraria, al pasteurizar a temperaturas
inferiores de 55 °C se evita destruir organismos competidores presentes en el

sustrato (Gaitdn-Hernandez et al., 2006).
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3.5.3 Pasteurizacion por inmersion alcalina

Es un método sencillo y de bajo costo, que consiste en sumergir el sustrato por 12
a 48 h en agua con cal hidratada y que funciona bien a baja escala; pero que tiene
como inconveniente importante el otorgar una baja efectividad en la eliminacién de
ciertos contaminantes bacterianos y porque no impide la proliferacion de los
huevos y pupas de moscas que pudieran venir en el sustrato. La inmersion
alcalina es efectuada normalmente a temperatura ambiente y no suministra calor
por lo que su selectividad se basa Unicamente en proporcionar alcalinidad a la

materia prima (Barrios-Espinoza et al., 2009).

3.5.4 Composteo

El composteo como tratamiento para el sustrato se ha usado con éxito en el cultivo
del champifién y se basa en la transformacion bioldgica y controlada de diversas
sustancias organicas a través de un proceso aerobio por parte de

microorganismos para convertirlo en un producto estable sin patégenos.

El composteo es un ecosistema con calor propio generado; la temperatura dentro
de la composta se incrementa debido al calor liberado por la actividad metabdlica,
que se acumula y disipa en el ambiente. Este proceso consiste en proporcionar
humedad al sustrato, haciendo que los microorganismos presentes en el material
se activen, comiencen a atacar la capa cerosa y ayuden al correcto desarrollo del
micelio, asi como la reduccion de compuestos no deseados, como los taninos,
fenoles, acidos y resinas (Guzman et al., 1993). Lo notable de este método es que
la preparacion del sustrato no requiere un uso de energia convencional (lefia, gas,

etcétera) y la probabilidad de contaminaciones queda reducida.
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Aspectos que influyen en el composteo

El proceso de composteo eficiente ocurrira si las siguientes variables estan en su
valor 6ptimo, teniendo en cuenta que estas estan influenciadas por las condiciones
ambientales, el tipo de sustrato, la técnica y la manera en que se desarrolla la

operacion y la interaccién entre ellas.

3.5.4.1. Relacién C/N

Para la descomposicién microbiana, el carbono y el nitrdgeno son los elementos
mas importantes, el carbono porque proporciona energia y el nitrbgeno por ser un
componente de las proteinas, acidos nucleicos, aminoacidos, enzimas y coenzima
necesarias para crecimiento y funcion de la célula. La proporcion de C/N
recomendada para una composta es alrededor de 30, proporciones mas bajas
producen pérdidas de nitrégeno en forma amoniacal, causando olores indeseables
y en proporciones mas elevadas existen insuficiencias de nitrégeno, lo que origina
un crecimiento débil de las poblaciones microbianas por tanto, la composta

permanecera relativamente fria y la degradacion sera lenta.

3.5.4.2 Temperatura

La temperatura determina la velocidad y el tipo de microorganismos que degradan
el material, el proceso puede dividirse en tres periodos, de acuerdo al avance de

la temperatura:
¢ Mesofilica o fase temperatura-moderada

e Termofilica o de alta temperatura

e Enfriamiento
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La descomposiciéon inicial es realizada por los microorganismos mesofilicos
presentes que abaten los compuestos solubles (facilmente degradables), se
produce calor en la composta y la temperatura se eleva rapidamente, alrededor de
40°C estos microorganismos llegan a ser menos competitivos y son sustituidos por

los termofilicos (Trautmann et al. 2007).

Durante la fase termofilica, las temperaturas aceleran la ruptura de proteinas,
grasas, y carbohidratos las moléculas estructurales principales de las plantas
(Hernandez et al., 2003). En las temperaturas arriba de los 55°C, se destruyen
muchos microorganismos patégenos. Las temperaturas por encima de los 65°C

matan muchas formas de microbios y limitan la tasa de descompaosicion

Como el suministro de estos compuestos de alta energia se agotan, la
temperatura de la composta disminuye gradualmente y los microorganismos
mesofilicos se presentan nuevamente para la Ultima fase de maduracion de la

materia organica restante (Martin y Gershuny, 1992).

La diversidad de microorganismos es un requisito indispensable para un adecuado
composteo, donde se han estudiado poblaciones de bacterias, hongos v,

actinomicetos.

3.5.4.6 Bacterias

Las bacterias constituyen la mayor parte de los microorganismos en el composteo
(80 a 90 %) y son responsables de la mayoria de la descomposicion y generacion
de calor, usando un rango quimicamente amplio de enzimas para degradar una
variedad de materiales organicos. Al principio del proceso de composteo (0 a
40°C), las bacterias mesofilicas prevalecen, las bacterias en forma de Bacillus
dominan las poblaciones microbianas durante esta fase. La diversidad de especie
de bacilos es bastante elevada a temperaturas de 50-55°C pero disminuye

considerablemente a 60°C o mas (Boulther et al., 2000).
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En general cuanto mas larga sea la fase de maduracion, mas diversa sera la

comunidad microbiana que exista.

3.5.4.7 Actinomicetos

Los organismos de este grupo se asemejan a los hongos, pero son bacterias
filamentosas. Son mas comunmente vistos cerca del final del proceso, de 10 a 15
centimetros en el exterior del material. En el composteo desempefian un papel
importante en degradar complejos organicos tales como celulosa, lignina, quitina y
proteinas. Estos microorganismos aparecen en condiciones aerobias, humedad y

pH ligeramente alcalino durante la fase termofilica (Trautmann et al. 2007).

3.5.4.8 Hongos

La mayoria de los hongos se clasifican como saprofitos porque viven sobre el
material muerto y obtienen energia degradando la materia organica, dentro de
ellos se encuentras los mohos y levaduras, que son responsables de la
descomposicion de muchos compuestos complejos. Se separan y crecen
vigorosamente produciendo células y filamentos, pueden atacar los residuos
organicos que son demasiado secos, acidos y bajos en nitrdgeno para la
descomposicion bacteriana. Los hongos tienen un rol limitado durante el proceso
de composteo, debido a que son eliminados a temperaturas cercanas a 50°C, y
sé6lo algunos pocos han podido desarrollarse arriba de los 62°C (Miller, 1991).

3.5.4.9 Protozoarios

Los protozoarios obtienen su alimento de la materia organica de la misma manera
que las bacterias, pero también actlan como consumidores secundarios que

ingieren bacterias y hongos (Richard et al., 1999).
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3.5.4.3 Humedad

El agua es requerida por los microorganismos para desarrollar sus funciones
metabdlicas, ademas, es utilizada como vehiculo de trasporte de nutrientes y
productos de desecho. El contenido de humedad del material para un desarrollo
optimo del composteo debe estar entre 50 a 65%. Un contenido de humedad
debajo del 45% o arriba de 65% hace que el proceso sea més lento. Si el material
esta cerca de condiciones de saturacion (arriba del 70%) el proceso se detiene y
comienza una fermentacion anaerobia que producira acidos o compuestos toxicos,
olores desagradables y lixiviacion de nutrientes lo cual, inhibiria el crecimiento de
los hongos (Richard et al., 1999).

3.5.4.4 Aireacioén

La eficiencia de la descomposicion del material esta estrechamente relacionada
con la aireacion. En ausencia de aireacion la velocidad de descomposicion se ve
reducida, el proceso se vuelve anaerobio y produce olores indeseables ademas
de que los microorganismos consumirian grandes cantidades de azlcares que
darian lugar a metabolitos secundarios, los cuales a su vez podrian resultar
toxicos para Pleurotus. Para mantener el composteo aerobio se consideran
concentraciones de oxigeno mayor que 10% y comunmente se utilizan métodos
de aireacidon natural, aireacion pasiva, aireacion forzada y mezcla mecanica

(remocion) (Hernandez, 2003).

3.5.4.5 pH

Durante el proceso de composteo se incrementa el pH y este induce el crecimiento
de hongos y la ruptura de la lignina y celulosa. EI pH Optimo para los
microorganismos de la composta oscila entre 5.5 y 9.0, y el de las bacterias que
participan en la fermentacion aerdbica crecen entre 6.0 y 7.5, mientras que para

los hongos se necesitan de 5.5 a 8.0 (de Bertoldi et al., 1983)
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3.6 Semi Composteo para la Pasteurizacion por autocalentamiento

Por analogia al proceso de composteo de los sustratos para producir champifion,
se ha intentado preparar sustratos para el cultivo de Pleurotus utilizando un
método similar, sin embargo, este tratamiento no puede ser llamado compostaje
debido a que los objetivos de estos dos procesos son muy diferentes: El
compostaje es un proceso largo que implica la mineralizacién y humificacién
parcial de la materia organica, conduciendo a un producto final estabilizado, libre
de sustancias fitotdxicas, y con ciertas caracteristicas himicas (de Bertoldi et al.,
1983) y el que se prepara para Pleurotus, denominado pasteurizacion por
autocalentamiento (Sanchez et al., 2011) se produce mediante un “Semi
composteo” que consiste en el apilamiento del sustrato durante periodo de tiempo
corto (dos dias) y su objetivo es originar y mantener un aumento de la
temperatura, generado por la accion de microorganismos y su metabolismo para

reducir la mayoria de los organismos contaminantes.

Las condiciones de temperatura-tiempo, pH y humedad que se buscaron reunir
para este proceso fueron temperaturas medias, debido a que son mejores que las
altas para disminuir la incidencia de organismos contaminantes. Se requieren 5 h
a 55°C para destruir la mayoria de moscas y nematodos y 6 h a 60°C para destruir
la mayoria de mohos verdes que puedan estar presentes en la materia prima
(Hernandez et al., 2003).

Villa et al., (1999) lograron obtener eficiencias biologicas del 68 a 72% al preparar
una mezcla 1:1 de olote de maiz y pulpa de café, a la cual adicionaron 2% de cal
(Ca(OH),) y sometieron a un composteo de siete dias. Una mezcla adicional
preparada por composteo también durante siete dias y que ha dado mejores
resultados (EB=125%) es la de paja 70% y pulpa de café 30%. En ambos casos

se ajustd la humedad del sustrato a 70% al inicio del tratamiento.
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Posteriormente Hernandez et al., (2003) desarrollaron el mismo método, pero con
pasto Pangola (Digitaria decumbens) e introduciendo el sustrato en un cajon de
madera de Temepixtle (Ocotea sp.) de 1 m® con cuarenta y ocho orificios de 0,5
cm de didmetro en su base, y un diametro de 20 cm, y 15 cm de largo chimenea
central en la parte superior para permitir la aireacion (Figura 3). Demostraron que
la aplicacién de este método era factible, y obtuvieron una eficiencia biolégica del
93%, pero utilizando el sustrato del centro de la masa, ya que el tratamiento
correcto no se consiguio en la capa inferior, lo cual indica que la variablidad en un
mismo lote puede conducir a que los carpéforos no crezcan en partes donde el

sustrato no alcanzé la suficiente temperatura.

Barrios-Espinoza et al., (2009) y Sanchez et al., (2011) aumentaron la masa y el
volumen de sustrato y utilizaron el mismo contenedor de madera en condiciones

experimentales, obteniendo eficiencias biologicas de 102.9 y 111.9% en dos dias.

=10 cm.—~

75 cm.

Figura 3. Contenedor de madera utilizado para el proceso de semi composteo.
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Avendafio y Sanchez (2013) llevaron el método a condiciones rurales, pero no se
lograba alcanzar la temperatura requerida, por tanto, afiadieron una capa de 2 cm
de poliuretano alrededor del contenedor para mejorar y mantener la temperatura
generada con lo que obtuvieron eficiencias bioldgicas de 53.5 -111.9%.

Debido a que en el proceso se considerd necesaria la remocion del material para
mejorar la aireacion, el sustrato era sacado del cajon de madera, llevado a una
mezcladora, y posteriormente regresado, lo que resultd tedioso debido a la
cantidad de material que se evaluaba, y por la constante manipulacion del sustrato

podia existir un cruce de contaminacion.

3.7 Siembra

La siembra es la mezcla del indculo con el sustrato, y se realiza en bolsas de
plastico transparente. La cantidad de semilla que se utilice estd en funcién a la
cantidad de sustrato que se pretende inocular. Para Pleurotus se han utilizado de
0.8 a 15%, mientras mas baja sea la tasa de inoculacion, el tiempo requerido para
que el hongo colonice el sustrato ser4 mayor, lo que a su vez incrementa el riesgo
de contaminacion (Sanchez y Royse, 2001). Aproximadamente de 150 g de
in6culo (3%) se requieren para sembrar 5 kg (peso humedo) de sustrato (Gaitan-
Hernandez et al., 2006).

3.8 Incubacioén

La incubacién consiste en proporcionar a las bolsas inoculadas las condiciones
para que el sustrato sea colonizado por el hongo, llevandolas a un area limpia,
oscura y con temperatura ambiental de 30°C (Sanchez y Royse, 2001).Al dia
siguiente de la siembra, a las bolsas se les hacen pequefias perforaciones (20 a
40) distribuidas con un objeto punzocortante estéril para favorecer la oxigenacion
del hongo. Las bolsas se deben mantener en el area de incubacion hasta que el
micelio cubra todo el sustrato, lo que sucede en aproximadamente dos o tres

semanas (Gaitan-Hernandez et al., 2006)
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3.9 Fructificacion

Las bolsas completamente colonizadas seran trasladadas al area de fructificacion,
donde de dos a tres semanas se formaran los primordios, seguidos por el
desarrollo de fructificaciones. Esta area debe ser limpia y exclusiva y las
condiciones que deben mantenerse son temperatura, humedad, riego, ventilacion,

e iluminacién (Gaitan-Hernandez et al., 2006).

3.9.1 Temperatura

Una temperatura adecuada para el desarrollo del hongo incide directamente en el
rendimiento obtenido. La temperatura 6ptima de fructifiacion de P. ostreatus varia
entre los 20-28°C (Sanchez y Royse, 2001).

3.9.2. Humedad relativa

La humedad relativa es un factor sumamente importante en el desarrollo de un
hongo. Para P. ostreatus la humedad entre los 80-90% es mas adecuada para
evitar que, tanto el sustrato como los cuerpos fructiferos se deshidraten (Sanchez
y Royse, 2001).

3.9.3. Riego

Segun Guzman et al., (1993) el riego es una actividad en la cual el cultivador debe
saber cuando, cuanto y de qué manera aplicarlo. Esta actividad es dirigida en
cierta forma por el conocimiento, la experiencia y la sensibilidad del operario, y es
tan importante y tan delicada, que de acuerdo al mismo autor, el agua y el riego
son los que definen a un cultivador excelente de uno promedio. Generalmente es
necesario aplicar riegos en el cuarto de fructificacion en algunas horas del dia para

aumentar la humedad y evitar que el sustrato se reseque.
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3.9.4. Ventilacion

La renovacion de aire debe ser constante por que el incremento de concentracion
de CO. afecta el desarrollo de Pleurotus; concentraciones superiores a 700 ppm,
pueden producir un alargamiento del estipite o la no formacion del pileo, y niveles
superiores a 1,000 ppm pueden inhibir la fructificacion, por lo tanto, es necesario
encontrar un equilibrio que permita un desarrollo adecuado de los cuerpos

fructiferos (Sanchez y Royse, 2001).

3.9.5. Luz

Es suministro luz es necesario para promover la fructificacion de Pleurotus, este
género requiere luz de longitud de onda corta. Cuando la iluminacién es
demasiado fuerte o muy prolongada afecta el desarrollo de las fructificaciones. 30
minutos al dia de luz indirecta son suficientes para P. ostreatus (Sanchez y Royse,
2001).

3.9.6 Asepsia

Es importante mantener el lugar en constante revisién, ya que es comun que los
hongos comestibles sean atacados por insectos, pero principalmente por algunas
moscas, como la de la fruta (Drosophilia melanosgaster) y acaros (Tarsomenus
myceliphagus), debido a que los hongos son cuerpos protéicos y por tanto estos

se alimentan de ellos (Gea, 2001).

3.9 Cosecha

La cosecha se realiza cuando el hongo alcanza su mayor tamario, sin que el borde
del pileo se voltee hacia arriba. Se cortan con un objeto filoso justo en la base
donde el tallo se une con el sustrato. La produccion se da por oleadas, lo que
significa que los hongos emergen abundantemente de tres a ocho dias, después
hay una fase estacionaria de diez a veinte dias, y posteriormente vuelven a
emerger. Se pueden obtener hasta 5 cosechas, pero para considerar los datos con
3 cosechas es suficiente, debido a que la mayor produccién se da entre las
primeras dos oleadas (Gaitan-Hernandez et al., 2006).

25



4 METODOLOGIA

4.1 Localizacion

El trabajo se llevé a cabo en el Centro Interdisciplinario de Investigacion para el
Desarrollo Integral Regional (CIIDIR) Unidad Oaxaca. Instituto Politécnico
Nacional (17° 01’31.45” de latitud norte, 96° 43’ 12.07” longitud oeste; altitud de

1526 msnm) Santa Cruz Xoxocotlan, Oaxaca.

4.2 Materiales

Material Bioldégico
Cepa

Se utilizdé la cepa Pleurotus ostreatus ECS-0152 proveniente de la coleccién
micoldgica del Colegio de la Frontera Sur (ECOSUR) Tapachula, elegida por ser
una cepa con calidad comercial probada. Para su propagacion y almacenamiento
se resembro en agar extracto de malta (EMA) y se incub6 a 25+3°C durante 7 dias
(Gaitan-Hernandez et al., 2006).

In6culo (Micelio)

El in6culo se obtuvo a partir de la propagacion de la cepa ECS-0152 en granos de
sorgo forrajero (Sorghum vulgare) previamente lavados y remojados en agua por
18 h. Se pesaron 300 g de sorgo en bolsas de polipapel transparentes de
18x25cm y se esterilizaron a 121°C (1.05 Kg/cm?) por 30 minutos. Posteriormente
se incubaron a 25°C hasta que el micelio invadi6 por completo la semilla,

aproximadamente por 15 dias (Chang y Miles, 2004).
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Material lignoceluldsico

Acahual (Simsia sp.): Las plantas completas de acahual se cortaron en estado
seco, cuando finalizé el cultivo de maiz de temporal establecido en el campo
agricola del CIIDIR-Oaxaca. También se colect6é acahual de terrenos sin cultivo de

maiz, del mismo campo experimental.

Bagazo de Maguey (Agave Angustifolia Haw): Se obtuvo del desecho del
proceso de la obtencion de mezcal proveniente del Palenque artesanal “Platas de

Reyes” de San Juan Guelavia, Oaxaca y se seco al sol durante 3 dias.

Usualmente los bagazos al ser utilizados para el cultivo de Pleurotus se han
sometido a un proceso previo de fermentacién aerobia para tener un sustrato mas
estable, sin embargo esto también genera mayor uso de recursos, costos, mano
de obra y tiempo (Moda et al., 2005), por lo tanto en este trabajo, el Bagazo de
Maguey no fue sometido a este proceso, y se evallo de forma como venia
procedente del Palenque de produccion de mezcal.

Olote de maiz (Zea Mays): Se obtuvo de la comunidad Rio Jalapilla, Municipio de

San Pablo Cuatro Venados y fue el material de desecho del desgrane del maiz

gue estos habitantes tradicionalmente consumen.

Los tres materiales se trituraron en un molino de martillos para homogenizar el

tamafo de particula de 3 a 5 cm (Sanchez et al., 2011).
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4.3 Caracterizacion fisicoquimica de los tres materiales

La caracterizacion fisicoquimica de los tres materiales se realiz6 mediante tres

repeticiones, y se determinaron:

pH

Se tomaron 10 g de muestra de cada material y se disolvieron en 90 ml de agua
destilada. Se dejaron reposar por 15 minutos (Sanchez et al., 2011) y se midi6 la

lectura con un potencidometro HANNA ®.

Determinacion de N

El Nitrogeno total (NTK) se determind por el método microKjeldahl (AOAC, 1984).
Los resultados se reportaron en base seca.

Determinacion de cenizas, materia organica y carbono organico total

Se secaron 10 g de cada material durante 24 h a 105°C, posteriormente se pre
incineraron e introdujeron en una mufla a 550°C por 1 h.

El material volatil se consideré materia organica (AOAC, 1984).

El carbono organico total (COT) se calculd a partir de los datos obtenidos en la

determinacion de cenizas aplicados a la siguiente formula: (ifiiguez et al., 2011).
%COT = (100 — cenizas)/1.8

Relacion C/N

La relacion C/N se obtuvo con el Carbono y Nitrogeno total previamente

calculados. Los resultados obtenidos se reportaron en base seca (ifiiguez et al.,
2011).
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Densidad Real (DR)

Se determiné haciendo uso de los resultados dados por la calcinacion de los tres
materiales aplicados a la siguiente férmula, considerando que estos tienen
componentes organicos (materia organica (mo)) y minerales (cenizas (mm)) cuyas

densidades reales son 1.5 y 2.65 g/cm?® respectivamente (Martinez et al., 2002):

100
DR(g/em3) = (—fro— )

%145t %7565

Densidad Aparente (DA)

Se pesaron 100 g de cada material y se saturaron en dos anillas superpuestas
sometidas a una tensibn de 10 cm de columna de agua durante 48 h.
Posteriormente estas fueron separadas y se peso la anilla inferior con la muestra
gque esta ocupaba hasta el ras, se llevaron a peso constante y nuevamente se
registro el peso. (Martinez et al., 2002)

Los calculos se realizaron con la férmula:

100 —-X
100V

DA(g/cm3) = (B—A)
A= Peso de la anilla vacia, en gramos.
V= Volumen de la anilla, en cm?.
B= Peso de la anilla con material en g tras saturar y someter a tension.

C= Peso de la anilla con sustrato seco.

X= Humedad del sustrato en %.
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Con estos datos, fue posible calcular: Capacidad de retencion de agua (CRA)
(Martinez et al., 2002):

B—-C
C—-A

CRA (g agua/g sustrato seco) = ( )x 100

Espacio poroso total (EPT)

Se determinod tomando los valores de la DA y DR segun la formula (Martinez et al.,
2002):

EPT = (1 DA) 100
= DR/ ¥
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4.4 Disefio de tratamientos y andlisis estadistico

Se realizaron siete tratamientos con diferentes proporciones de los materiales, los
cuales se describen en el cuadro 2. Cada tratamiento conté con cinco

repeticiones, lo que genero un total de 35 unidades experimentales.

Cuadro 2. Relacion de las proporciones de los materiales utilizados como sustratos para

P. ostreatus.

Materiales lignocelulésicos

Tratamientos Bagazo de
Maguey Olote de Maiz Acahual
1 0.333 0.333 0.333
2 0 1 0
3 0.5 0.5 0
4 0 0.5 0.5
5 0.5 0 0.5
6 1 0 0
7 0

Los tratamientos se representaran con letras mayusculas de la siguiente forma:
Acahual: A, Bagazo: B, Olote: O

Acahual-Bagazo de Maguey: AB

Acahual-Olote de Maiz: AO

Acahual-Bagazo de Maguey-Olote de Maiz: ABO

Bagazo de Maguey-Olote de Maiz: BO

El analisis se realiz6é con el paquete estadistico SAS (SAS Institute Inc. Cary, NC,
EE.UU., 1998) y a los valores obtenidos se les aplico un ANOVA. A las diferencias
entre las medias de los tratamientos se aplico la prueba de rangos multiples de
Tukey (a =0.05).

31



4.5 Pruebas IN VITRO
Determinacién de tasa de extension radial

Los tres materiales fueron nuevamente procesados en un molino Mini 100
Pulvex® y se homogeneizaron con un tamiz ndmero 18 para obtener un tamafio

de particula fina, se hidrataron al 65% y se les agreg6 2% de cal (Ca(OH),).

En cajas Petri de 90 mm de diametro se colocaron 20g de cada tratamiento y se
esterilizaron a 1.05 kg/cm?® (121°C) durante 30 minutos. Posteriormente se sembré
un fragmento de 0.5 mm de la cepa al centro de cada caja y se incubaron a 25°C.
A partir de las 48 horas de incubacion se observé bajo un estereoscopio el
crecimiento de las colonias miceliales, y se midieron al cuarto, sexto, y octavo dia
con un vernier Truper® marcando dos ejes cartesianos sobre la tapa de la caja,
tomando como interseccién el centro del fragmento sembrado. Los datos se
sumaron y dividieron entre dos, con lo cual se obtuvo el diametro promedio (mm)
(Gaitan-Hernandez, 2005).

Los resultados se determinaron mediante la Tasa de Extension Radial (Sanchez et
al., 2007):

TER= ) (= %)01-7)

PSS

TER=Tasa de Extension Radial; x=tiempo (h); y= radio de la colonia (mm) en el

tiempo.
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Determinacion de las caracteristicas macroscépicas miceliales

Las colonias miceliales se caracterizaron macroscopicamente cuando habian
cubierto completamente la superficie de cada caja Petri. Las caracteristicas
tomadas para determinar su morfologia fueron: color, textura, y densidad, de
acuerdo a las categorias descritas por Gaitan-Hernandez (2000) y Sobal et al.,
(2007).

La determinacién de la tasa de extensién radial y caracteristicas morfologicas
coadyuvaron a conocer la influencia y potencial de los sustratos sobre el
crecimiento micelial de P. ostreatus, pero ya que los requerimientos varian segun
las etapas del cultivo, se evaluaron los mismos tratamientos para conocer su

incidencia en la produccion de cuerpos fructiferos.

4.6 Evaluacion de produccion de carpoforos

Se prepar6 1 kg de sustrato (base seca) previamente hidratado al 65% con 2% de
Ca(OH), en bolsas de polipapel de 40x60 cm y se esterilizaron a 1.05 Kg/cm?®
(121°C) por 1 h (Gaitan-Hernandez, 2005) de acuerdo a los tratamientos
establecidos. Se inocularon al 3% e incubaron en condiciones de oscuridad a una
temperatura de 25+4°C y una HR de 70 a 80%, a los dos dias se realizaron
perforaciones en las bolsas para permitir el intercambio gaseoso y se mantuvieron

ahi hasta que el micelio cubri6 el sustrato (20 dias).

Al iniciar la aparicion de primordios se trasladaron al area de fructificacion, donde
no se retiraron las cubiertas de plastico para evitar la pérdida de humedad, en
condiciones semi controladas, con luz natural indirecta y riegos tres veces al dia,

la temperatura se mantuvo en 20+5°C y la HR 60 a 90%.

Se realizaron los cortes de los cuerpos fructiferos y la productividad de cada
tratamiento se determind pesando la cantidad de carpéforos obtenidos en tres

cosechas, con lo cual se obtuvieron:
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Eficiencia Biolégica

La eficiencia biologica (EB) se determind mediante la relacion del peso fresco de
los hongos cosechados respecto al peso seco del sustrato empleado, expresado

en porcentaje de acuerdo a Barrios-Espinoza et al., (2009):

Peso de cuerpos fructiferos frescos
= x100

Peso del sustrato (Base seca)

Tasa de Produccion
Se calculé mediante la relacién que existe entre la EB y el tiempo de produccién
transcurrido entre la siembra y la tercer cosecha de cuerpos fructiferos (Barrios-

Espinoza et al., 2009).

Eficiencia Biologica

" Tiempo de produccién
Peso promedio de los carpéforos

Se determind el peso promedio de los carpéforos al dividir el peso (g) de los
hongos frescos cosechados entre el nUmero total de carpéforos (Barrios-Espinoza
et al., 2009).

Rendimiento
El rendimiento se obtuvo mediante la relacion: (Barrios-Espinoza et al., 2009)

Peso en gramos de cuerpos fructiferos (base seca)

gramos de sustrato (base seca)
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4.7 Semi composteo para la Pasteurizacion por autocalentamiento

Los valores de productividad en la produccién de carpdéforos fueron indicadores
para elegir al mejor tratamiento y ser evaluado mediante la pasteurizacion por

autocalentamiento por el método de semi composteo.

Caracteristicas del contenedor de madera

La propuesta de este trabajo fue hacer uso de la metodologia de disefio
conceptual para optimizar el Cajon de madera utilizado por Barrios-Espinoza et al.,
(2009) y Sanchez et al., (2011) mejorando el cumplimiento de las funciones, como
la aireacion, remocion y manipulacién del material. Avendafio y Sanchez (2013)
propusieron afiadir una capa de poliuretano al cajon de madera para mejorar la
retencion del calor generado, sin embargo, en este caso se optd no incluirlo para

evaluar el comportamiento del proceso en las condiciones ambientales del lugar.

El disefio preliminar se realizé con el software Autocad ® version 2010 siendo el
contenedor (Figura 4) de forma semi circular y teniendo como principales
dimensiones 1.53x1.50 m y 1.30 m altura, donde 0.80 m fueron la base de fierro
para el soporte. La puerta de entrada del material fue de 0.48 m en la parte
superior y la puerta de descarga de 1.26 m en la parte inferior. Su capacidad de
carga fue calculada para 200kg/lote, la remocion fue mecanica (manual) con una
manivela que mueve ocho aspas internas de acero inoxidable distribuidas en el
equipo. La aireacién estuvo dada por 50 orificios de 0.5 cm de didmetro
distribuidos en la parte inferior, ademas de 3 orificios del mismo diametro a 10 cm
de distancia entre ellos en la parte frontal para la medicidén la temperatura y toma
de muestras. A partir de tal, en este trabajo se denominara “Contenedor de

madera” a este equipo.
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Figura 4. Disefio del Contenedor de Madera. I: Corte transversal. II: Vista lateral. IlI: Vista

frontal. IV: Vista en planta.
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Una vez construido el Contenedor de madera, se llevo a cabo el proceso de semi
composteo, dividiendo en tres niveles el contenido: Nivel 1: 1/3 del material que
esta en la parte superior, Nivel 2: al centro y Nivel 3: 1/3 del material que esta en
la parte inferior del equipo (Avendafo y Sanchez, 2013) el cual consistio en dos
experimentos de 150 kg de la mezcla Acahual-Bagazo hidratada al 65% con el 2%
de Ca(OH),, en dos modalidades:

T1) Contenedor estatico (Sin remocion del material)

T2) Contenedor con remocién del material *

Evaluacion de pardmetros en el semi composteo

Durante el proceso de semi composteo se midieron: pH, humedad y temperatura

del material.

Para determinar el pH y la humedad se tomaron muestras por triplicado en tres
momentos del proceso:

a) Material humedo antes del tratamiento

b) A las 24 h (T1), después de la remocion (T2) en los tres niveles

c) Finalizando el semi composteo (antes de la siembra del hongo)

La temperatura del material en proceso se midié6 cada 3 h con termdémetros de
sonda que permanecieron dentro durante los dias del proceso a una profundidad

de 30 cm en los tres orificios acondicionados.

La humedad y temperatura relativa se midié con la ayuda de un termo-higrometro

digital marca HOBO U23 Pro v2 durante todo el tiempo del semi composteo.

Durante la remocién hubo un problema de facilidad de mover el sustrato, por lo que fue necesario ir abriendo

espacio con ayuda de un rastrillo para manipular correctamente la manivela interna.
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El tratamiento finaliz6 cuando en ambas modalidades el material alcanzé una
temperatura superior a 55°C por al menos 10 h, como indican Barrios-Espinoza et
al. (2009) y Avendarfio y Sanchez (2013). El sustrato se dej6 enfriar a temperatura
ambiente y cada nivel del sustrato (1, 2 y 3) fue sembrado por separado, llenando

bolsas de 50x60 cm con 5kg de sustrato inoculadas al 3%.

Después del tiempo de incubacion, y fructificacion, los carpoforos de P. ostreatus
producidos en el sustrato semi compostado fueron evaluados nuevamente

mediante la EB, TP, y Rendimiento.

Contaminacion

Una vez que el micelio colonizé el sustrato (15-20 dias después de la siembra) se
contaron las bolsas contaminadas por cada nivel/tratamiento y se observo el
porcentaje del area contaminada en relacion a la superficie total colonizada
(Avendano y Sanchez, 2013).
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5 RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion Fisicoquimica

Los valores del pH (Cuadro 3) del Bagazo de Maguey (5.91) y Olote (5.85)

presentaron una diferencia significativa (p=0.0159) respecto al Acahual (6.48), a

pesar de la diferencia, estos valores se encuentran dentro del rango 6ptimo para el

crecimiento de P. ostreatus que es de 5.5 a 6.5 segun Stamets (2000).

Cuadro 3. Caracterizacion fisicoquimica de tres subproductos vegetales para ser

utilizados como sustratos en el cultivo de P. ostreatus.

Bagazo de Valores de
Acahual Olote _

Maguey referencia

’ 6.48+0.27 a 5.91+0.17 b 5.850.31 b 5.5-6.5
P

COT % 53.42+0.96 a 45.03+0.34 a 54.36+0.37 a 93.4°2
N % (b.s) 0.59+0.17 a 0.47+0.15 ab 0.6910.08 a 0.7-1.2% 3
CIN 70.54+0.16 b 41.31+0.64 c 78.78+0.80 a >50 3
EPT (% v/v) 92.80+0.24 a 72+0.81 b 93.60+0.12 a
CRA(mIL™Y  74.39+0.49 a 60.44+0.54 b 76.52+0.31 a 70-80% *

Letras diferentes entre filas indican diferencias significativas de acuerdo a la prueba Tukey (a=0.05).

'Stamets (2000)

2 Muez y Pardo (2001) en paja de trigo.

®Dundar et al., (2009)

4 Guzman et al., (1993)
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El carbono que es la fuente directa de energia para el metabolismo del hongo, fue
estadisticamente igual para los tres materiales (p=0.0473), obteniendo 53.42% en
el Acahual, 45.03% en el Bagazo y 54.36 sobre el Olote, estos valores se
encuentran por debajo de lo reportado para la paja de trigo (93.4%) que es el
sustrato mas utilizado a nivel comercial para Pleurotus (Muez y Pardo, 2001), sin

embargo

Respecto al contenido de Nitrogeno, el analisis estadistico mostré que el Olote
(0.69%) y Acahual (0.59%) fueron diferentes (p=0.4352) del Bagazo de Maguey
(0.47), Iniguez et al., (2011) mencionan que es comun que los bagazos, como el
de agave contengan poco contenido de nitrdgeno, aun asi este ultimo valor es
menor a lo encontrado por Heredia-Solis et al.,, (2014) quienes reportan
contenidos de 0.54% y 0.73% en bagazo de Agave Salmiana y Agave weberi
utilizados para el cultivo de Pleurotus. Asi mismo, los tres materiales estan
ligeramente por debajo del rango 6ptimo (0.7-1.2%) (Dundar et al., 2009) para

obtener los mayores rendimientos en el cultivo de este hongo.

La relacién C/N en los tres materiales fue estadisticamente diferente (p=0.0001),
el Olote tuvo la relacion mayor (78.78), consecutivamente el Acahual (70.54), y en
el Bagazo (41.31) se encontrd la menor. Las relaciones C/N de las mezclas se
estimaron a partir de los valores individuales, y se obtuvieron: AB: 55.92, AO:
74.66, BO: 60.05 y ABO: 95.32. Dundar et al., (2009) mencionan que la relacién
C/N dependera de la fase en la que se encuentre el hongo, altas relaciones C/N
seran favorables en los periodos de colonizacion, mientras que niveles bajos son
requeridos durante el desarrollo de cuerpos fructiferos. Rajarathnam (1986)

sugiere que la relacion C/N debe mantenerse al menos mayor o igual a 50.

El espacio poroso total (EPT) y la capacidad de retencion de agua (CRA) se
determinaron a partir de los valores de densidad real (DR) y aparente (DA), los

datos obtenidos del EPT fueron estadisticamente igual entre el Acahual y Olote
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(92.8 y 93.6%), diferenciandose del Bagazo, donde se obtuvo el 72% (p=0.0001).
Pardo et al., (1999) y Chiejina y Olufokunbi (2010) indican que un sustrato con
porosidad alta es preferente ya que este parametro favorece a un mejor peso del
hongo por el hecho de presentar menor compactacion y permitir el intercambio

gaseoso.

La CRA de un sustrato que sea del 70 al 80% ayuda al crecimiento 6ptimo de
Pleurotus, ya que contribuye a la disponibilidad de nutrientes, mientras que
contenidos inferiores al 50% o mayores al 80% tienen un efecto negativo al
crecimiento, esto uUltimo debido a limitar la respiracion del hongo Guzman et al.,
(1993), el analisis estadistico no mostré una diferencia significativa (p=0.0004),
entre el Acahual (74.39%) y Olote (76.52%), pero si respecto al Bagazo (60.44%)
siendo este Ultimo el unico que estuvo por debajo de lo 6ptimo.
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Ensayos in vitro

Al preparar los materiales para el ensayo in vitro (65% humedad + 2% de cal) el
pH inicial se modificd, y se obtuvieron valores superiores al neutro. El Acahual
alcanzo el 8.01, el Bagazo 7.21 y el Olote 7.64, de acuerdo a Sanchez (1994) esto
resulta beneficioso ya que no afecta el crecimiento de Pleurotus, pero si de sus
principales contaminantes (Trichoderma y Verticcillum) ya que estos se ven
reducidos en un pH 7 y se inhiben a 8.5, por lo que actualmente al preparar los

sustratos se prefiere que tengan valores mas alcalinos que los recomendados.
Determinacion de tasa de extensién radial

Los resultados del crecimiento micelial in vitro de P. ostreatus utilizando los
subproductos vegetales como sustratos fueron evaluados mediante una
comparacion de medias (Tukey, a=0.05) donde las diferencias significativas de la

tasa de extension radial (TER) en cada tratamiento se muestran en el Cuadro 4.

Figura 5.Tasa de Extensién Radial media (TER) (mm) de la cepa P. ostreatus sembrada
en Acahual (A), Bagazo (B), Olote (O), AB, AO, ABO y BO durante ocho dias.

A abc —

AB cd —

Tratamientos

AO a —i

ABO cd —

BO abc —

0 2 4 6 8 10 12 14 16

Tasa de Extensién Radial (mm/dia)

Letras diferentes entre barras indican diferencias significativas de acuerdo a la prueba Tukey (a=0.05).
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La prueba estadistica demostr6 que existio diferencia significativa (p=0.0001)
entre las TER desarrolladas, separandolas en 5 grupos. La TER mas alta (a) se
obtuvo sobre AO (14.62+0.87 mm/dia), seguida por el Olote (ab) (13.53+0.49
mm/dia). En un tercer grupo (abc) estuvieron el Acahual y BO (13.02+0.51, 12.07+
0.10mm/dia), AB y ABO se situaron en el cuarto grupo (cd) (10.95+0.24 y
10.33+£0.31 mm/dia) y finalmente en el Bagazo (d) se registro el menor crecimiento
(9.85+£0.27 mm/dia).

Para P. ostreatus se han observado TER de 10.67 y 10.97 mm/dia sobre medios
naturales como pulpa de café y viruta de cedro (Bermudez et al.,, 2007) y en
medios sintéticos (PDA) se tiene un registro de 11 mm/dia (Sanchez y Royse,
2001), esto indica que los valores de TER en los sustratos aqui estudiados son

Optimos, ya que son similares e incluso mayores.

Caracteristicas morfolégicas miceliales

La morfologia de los micelios observada en los tratamientos en general fue
similar. La cepa de P. ostreatus formé micelio blanco, algodonoso y con densidad

regular, caracteristicas concordantes para esta especie, segin Stamets (1993).

Algunas diferencias observadas en el desarrollo del micelio fueron principalmente
en los tratamientos de los sustratos individuales (Figura 5, Cuadro 5) ya que en el
Acahual la textura fue compacta y de densidad baja al punto de ser casi
imperceptible a simple vista, en el Bagazo en cambio, la textura fue aterciopelada
y se observd un crecimiento muy denso, mientras que en el Olote el micelio fue

compacto, pegado al sustrato, pero denso.
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Figura 6. Caracteristicas morfolégicas de P. ostreatus creciendo in vitro en los sustratos I:
Acahual, II: Bagazo de Maguey, lllI: Olote.

En los tratamientos donde los sustratos estaban mezclados (Figura 8, Cuadro 5)
no se observaron diferencias considerables; en AB, BO y ABO se form6 un micelio
algodonoso y muy denso, al igual que en AO, sélo que en este ultimo la densidad

fue menor.

Figura 7. Caracteristicas morfolégicas de P. ostreatus creciendo in vitro en las mezclas
de los sustratos IV: AB, V: BO, VI: AO, VII: ABO.
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Cuadro 4. Caracteristicas morfolégicas coloniales de la cepa P. ostreatus sembrada en
Acahual (A), Bagazo (B), Olote (O), AB, AO, ABO y BO.

A B O AB AO ABO BO
Color Blanco Blanco Blanco Blanco Blanco Blanco Blanco
Textura | 1 [ 11 11 1" 1"
Densidad + +++ ++ +++ ++ +++ +++

I: Compacta, II: Aterciopelada, Ill: Algodonosa.

+ Poco denso, ++ Denso, +++ Muy denso.

Esto indica que los valores obtenidos en la cinética de crecimiento no
necesariamente tienen que ver con el comportamiento morfolégico colonial de P.
ostreatus, puesto que, a pesar de que el tratamiento Acahual tuvo una densidad
micelial baja, su tasa de extension radial es intermedia, respecto a las demas,
contrario al Bagazo, donde el micelio fue muy denso, sin embargo su crecimiento

fue el més lento.

45



Produccion de carpé6foros

Dias a produccion

A partir del dia que fueron inoculadas, las bolsas fueron colonizadas por completo
de 15 a 20 dias, que es el tiempo adecuado para que el sustrato no corra el
riesgo de ser contaminado (Bermudez et al., 2007) y por tanto, que los hongos
crezcan favorablemente. En cuanto a la aparicion de primordios, las diferencias
estadisticas (p=0.0001) los dividieron en tres grupos de acuerdo al tiempo en que
emergieron. Primero el Acahual (a) (16 dias), posteriormente AB (b) (18 dias), a
continuacion en B, AO, ABO y BO (c) (21 dias) y por ultimo en el Olote (d) (25

dias).

Cuadro 5. Tiempo (dias) de aparicion de los primordios utilizando como sustratos

Acahual, Bagazo de Maguey y Olote en diferentes proporciones.

Acahual Bagazo Olote

(A) (B) (0)

AB AO ABO BO

Tiempo

(DIAS) 16+0.81a 21+0.81c 25+0.80d 18+0.81b 21+0.80c 21+0.82c 21+0.50c

Letras diferentes entre columnas indican diferencias significativas de acuerdo a la prueba Tukey
(a=0.05).

Algunos autores indican que el menor tiempo de aparicion de los primordios no
estd relacionado con la velocidad de crecimiento micelial (Jacinto-Esteban y
Burrola, 2007, Voguel y Salmones, 2000). Esto coincide con lo obtenido en este
trabajo, debido a que en AO la cepa tuvo la mayor velocidad de crecimiento
micelial, sin embargo fue en el Acahual y AB donde surgieron con mayor
precocidad. Voguel y Salmones (2000) también indican que una mayor cantidad
de N disponible, induce a la pronta fructificacion de Pleurotus, sin embargo,
aunqgue el Olote tuvo el mayor contenido de N, fue en este donde los primordios

emergieron al ultimo.
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Auln asi, los dias de emergencia de los primordios fueron menores (excpeto en el
Olote) que los encontrados por Salmones et al., (1997) sobre paja de trigo y pulpa
de café (25 dias), paja de trigo suplementada (23 dias) (Voguel y Salmones, 2000)
y pulpa de café (23 dias) Martinez-Carrera et al., (2001); esto indica que la
precocidad utilizando Acahual, Olote y Bagazo solos 0 mezclados es

sobresaliente.
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Eficiencia Biolégica

La eficiencia bioldgica evaluada para los siete tratamientos utilizando el Acahual,
Bagazo de Maguey y Olote en diferentes proporciones como sustratos para el
cultivo de hongos se muestra en la figura 7. El andlisis estadistico mostré que
existieron diferencias significativas entre los tratamientos (p=0.0009), identificando
cinco grupos. En el primero (a) se encontro el tratamiento AB (91%) que tuvo el
valor mas alto, el segundo (ab) el Bagazo (82%), en un tercer grupo (abc) se
ubicaron ABO (77%) y Acahual (72%), el cuarto grupo (bc) correspondié a AO
(62%) y Olote (58%). La menor EB se registré en BO (52%) (c). A pesar de que en
la fase de incubacion en el Bagazo la colonizacion del micelio visualmente fue de

baja densidad, esto no afecto la generacién de biomasa.

100 a
90 ab I
80 abc T
70 bc
60 | c
50
40
30
20

Eficiencia Biolégica (%)

10

Acahual (A) Bagazo (B) Olote (O) AB AO ABO BO

Tratamientos

Letras diferentes entre barras indican diferencias significativas de acuerdo a la prueba Tukey (a=0.05).

Figura 8. Eficiencia biologica de P. ostreatus utilizando como sustratos Acahual, Bagazo

de Maguey y Olote en diferentes proporciones.
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A pesar que el menor tiempo de aparicion de los primordios fue en el Acahual, se
observo que esto no tuvo relacion con una mayor EB; particularmente para este
sustrato Marin et al., (2010) reportan una EB de 64-87%, los valores obtenidos en
este trabajo se encuentran dentro de este rango (70%). En el Olote la EB obtenida
(58%) fue ligeramente superior a lo inscrito por Sanchez et al., (2007) (50.5 %), y
significativamente mayor al 15.94% que sefialaron Vega y Franco (2012) sobre P.
pulmonaris. EI Bagazo de Maguey, que obtuvo la segunda mejor EB (82%) esta
dentro de los rangos obtenidos por Soto Velasco et al. (1989), Baena (2005),
Nevarez (2012) y Heredia-Solis et al (2014): 60.2%, 97.36%, 113%, 70 y 40%, sin
embargo, hay que tomar en cuenta que la variabilidad puede deberse a que han
sido bagazos de Agave tequilana Weber, Agave salmiana, Agave duranguensis y
Agave weberi respectivamente, por lo que las caracteristicas de cada especie

podrian influir en lo que esta proporcione al hongo para su crecimiento.

Las EB conseguidas en los sustratos solos, pueden ser comparables a las
reportadas por Curvetto et al., (2002), quienes obtuvieron una EB de 73.6% en
cascara de semilla de girasol, Omarini et al., (2009) 80% en laurel (L. nobilis) y
30% en eucalipto (E. cinnerea), Cayetano-Catarino y Bernabé-Gonzélez (2008)
81.7% sobre tallos secos de Jamaica (Hibiscus sabdariffa), Romero et al. (2010)
82.9% utilizando pajilla de frijol (Phaseolus vulgaris) y Mejia y Albert6 (2012) en el
bagazo de cafia de azUcar (Saccharum officinarum) 95.85%, sin embargo Forero
et al., (2008) mencionan que cuando se realizan mezclas, se mejoran las
caracteristicas nutricionales para producir fructificaciones, ademas como se
menciond en el apartado de la caracterizacion fisicoquimica, las relaciones C/N
bajas (no menores a 50) se prefieren para la produccion de carpoforos. Esto
explica que la mezcla AB (C/N: 55.92) haya sido donde se obtuvo mayor
produccion de carpoéforos. Las eficiencias bioldgicas aceptables para considerar a
un sustrato como viable para cultivar P. ostreatus deben ser mayores al 50%
(Sanchez y Royse, 2001) debido a que a partir de este valor, el cultivo de hongos
comienza a ser econdémicamente rentable, lo que demuestra que los materiales
agui evaluados (solos y mezclados) son susceptibles de ser utilizados como

potenciales como sustratos para el cultivo de P. ostreatus.
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Figura 9. Crecimiento de carpéforos de P. ostreatus. 1. Primordios creciendo en Bagazo

de Maguey. 2: Ramillete en la mezcla Acahual-Bagazo. 3: Cuerpos fructiferos

desarrollados en el Acahual. 4: Peso de los hongos cosechados.
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Tasa de produccion

La Tasa de produccion (TP) acumulada para los siete tratamientos se muestra en
la figura 9. El andlisis estadistico clasifico en cinco las diferencias presentadas
(p=0.0001), en donde en el grupo (a) AB (1.75+0.17) se obtuvo la mayor TP,
seguida por el Bagazo (ab) (1.48+0.21), consecuentemente en el Acahual
(1.29+0.14) (abc), el cuarto grupo (bc) estuvo conformado por AO (1.17+0.0) y
ABO (0.96+0.10), y las menores TP obtenidas (c) fueron en el Olote (0.93+0.02) y
BO (0.80+0.30).

1.8 T
16 T

1.4 T bc
1.2 bc T

1 I | :

0.8 T

Tasa de produccién

0.6

0.4

0.2

Acahual Bagazo (B) Olote (O) AB AO ABO BO
(A)
Tratamientos
Letras diferentes entre barras indican diferencias significativas de acuerdo a la prueba Tukey (a=0.05).

Figura 10. Tasa de produccion de P. ostreatus utilizando como sustratos Acahual,

Bagazo de Maguey y Olote en diferentes proporciones.
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Las TP en general pueden ser comparables con las obtenidas por diferentes
autores sobre diversos sustratos, Romero et al., (2010) en hoja de platano
deshidratada y rastrojo de maiz reportaron una TP de 1.71 y 0.99
respectivamente, Pérez-Merlo y Mata (2005) citan una TP entre 0.63 y 1.13 en
viruta de pino y paja de cebada, mientras que Garcia et al., (2006) lograron una
TP de 0.62-4.50 en pulpa de café, y Flores (2012) en bagazo de yuca 0.79-1.31, lo
que corrobora que las TP obtenidas se encuentran dentro de los parametros de

productividad aceptables para el cultivo de Pleurotus.

Debido a que los valores de TP se relacionan con la rentabilidad del cultivo, ya
que una mayor produccién en un tiempo mas corto disminuye costos y espacio
utilizable, se determind el ciclo de produccion de cada tratamiento, donde el
Acahual tuvo 56.5 dias, el Bagazo de Maguey 56, el Olote 63, la mezcla AB 52
dias, AO 64, ABO 65.7 y BO 65.2. Salmones et al., (1997) mencionan ciclos de
cultivo comunes de 38 a 65 dias sobre paja de cebada, por tanto, se puede inferir
que la mezcla Acahual-Bagazo es la mejor para la produccién de cuerpos
fructiferos en un menor tiempo de cultivo y que BO es el menos recomendable, a

partir de los resultados obtenidos.

La TP, a la vez, tiene una estrecha relacién con la EB, como se observa en las
figuras 9 y 10, los valores de ambas obtenidos en los tratamientos, estuvieron

agrupadas de manera similar.
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Peso promedio

La produccion de hongos no solamente debe tener una productividad aceptable,
sino también procurar la calidad del producto debido a que pesos bajos son de
menor calidad y aceptacién para el consumidor, el peso promedio (PP) de los
carpoforos que se refiere al peso fresco de los hongos cosechados entre el

namero total de estos obtenidos en cada bolsa se muestran en la figura 10.

Los datos obtenidos del PP en tres cosechas se establecieron en cuatro grupos
estadisticos diferentes (p=0.0003). El tratamiento AB (a) fue el donde se present6
el mayor peso promedio de los carpoéforos (14.69+0.49 g), en el segundo grupo (b)
se concentraron los tratamientos Bagazo (11.03+1.03 g), AO (10.58+1.30 @),
Acahual (10.27£1.40 g), ABO (9.36x0.64 g) y BO (8.62+0.27 g), y el menor

tamafio fue reportado en el tratamiento Olote (ab) (8.22+2.66 Q).
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Letras diferentes entre barras indican diferencias significativas de acuerdo a la prueba Tukey (a=0.05).

Figura 11. Peso promedio de los carpoforos de P. ostreatus cultivados en los sustratos

Acahual, Bagazo de Maguey y Olote en diferentes proporciones.
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Respecto a este parametro, para P. ostreatus, Flores (2012) reporta un peso de
8.89-12.5g en bagazo de yuca con paja de trigo, Garzén y Cuervo (2008) en cafe,
aserrin, rastrojo de maiz y bagazo de cafia de azucar 1g-15g, lo que indica que el
peso promedio de los carpoforos cosechados en este trabajo es similar e incluso

superior a los anteriormente citados.

Sanchez y Royse (2001) sefialan que, aunque el sustrato es un factor significativo
para el peso de los hongos, este también puede darse por factores genéticos de

cada cepa, ya que esta condicion incide en la fructificacion.
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Rendimiento

El rendimiento en general proporciona un un panorama mas homogéneo y
comparable entre los tratamientos (Flores, 2012) y se muestra en la figura 11. El
andlisis estadistico separd cuatro grupos considerandolos diferentes (p=0.0001).
El grupo (a) indic6 que el tratamiento AB fue donde se obtuvo el mayor
rendimiento (19.3+0.30%) pero no presenté diferencia significativa con el Bagazo
de Maguey (15.1+0.60) en un segundo grupo (ab) estuvo ABO con 14.4+0.80, el
tercer grupo (bc) lo constituyeron el Acahual y AO (9.5+0.40 y 9.3+0.18%),
finalmente en el grupo (c) se establecieron el Olote y BO (6.6+0.60 y 6+0.80%)
presentando los menores rendimientos.
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Letras diferentes entre barras indican diferencias significativas de acuerdo a la prueba Tukey (a=0.05).

Figura 12. Rendimiento de P. ostreatus utilizando como sustratos Acahual, Bagazo de

Maguey y Olote en diferentes proporciones
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Los rendimientos obtenidos, 6-19.3%, son mas altos que lo reportado al cultivar P.
ostreatus en diferentes mezclas de madera de vid y orujo de uva (3.3-5.7%), y
comparables con el uso de rastrojo de tomate y paja de trigo (7.6-8.3%), tallos
secos de Jamaica, paja de arroz y pseudotallos de hojas frescas de platano de
(15.15-21.3%) (Sanchez, 2001; Sanchez et al.,, 2008 y Cayetano-Catarino y
Bernabé-Gonzélez, 2008).

Con base a los parametros medidos (EB, TP, PP y R) se observo la tendencia de
valores mas altos en la mezcla Acahual-Bagazo, por lo tanto, se eligié a tal como

el mejor sustrato para ser evaluado en el semi composteo.
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Semi composteo para la Pasteurizacion por autocalentamiento

pH

El valor del pH durante el proceso de semi composteo de la mezcla Acahual-
Bagazo de Maguey donde no se realizé la remocién (T1), se muestra en la figura
12. El valor inicial fue de 8.64 en el nivel 1 y disminuyé a 8.4, en el nivel 2 fue de
8.6 hasta 8, y en el nivel 3 de 8.6 a 7.7, siendo en este ultimo donde hubo mayor
declive. En el segundo tratamiento, donde se removié el material (T2), el
comportamiento del pH conforme avanzaba el tiempo también disminuyé en los
tres niveles, en el nivel 1 inicié con 8.1 y finalizo en 7.3, en el nivel 2 fue de 8.6 a 7

y el nivel 3 de 8.3 a 7, como se observa en la figura 13.
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Figura 12. Evolucién del pH durante el semi composteo sin remocion del material (T1)
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Figura 13. Evolucién del pH durante el semi composteo con remocién del material (T2)



Hernandez et al., (2003) selafiaron que al inicio del proceso, el pH disminuia
ligeramente y después tendia a elevarse, por el contrario Barrios-Espinoza et al.,
(2009), Sanchez et al.,, (2011) y Avendafio y Sanchez (2013) obtuvieron
Gnicamente un decenso (9.3 a 7.4; 9.5 a 7.5y 8.7 a 8 respectivamente), similar a
lo ocurrido en este estudio. Roca et al. (2009) explican que en el composteo es
comun que inicialmente el pH disminuya y conforme al tiempo se incremente, la
diferencia entonces entre Hernandez et al., (2003) y este estudio, ademas de los

anteriormente citados, reside en la diferencia de dias de proceso.

En general los valores finales del pH se mantuvieron de 8.4-7, que son
ligeramente alcalinos, los cuales no solamente estan en lo recomendado para el
desarrollo de P. ostreatus (7 a 8.5), sino también adecuan al sustrato para inhibir
el crecimiento de posibles contaminantes como Trichoderma (Sanchez et al.,
2011).

Humedad

La humedad en el sustrato esta relacionada con el aumento de temperatura en el
semi composteo, de acuerdo a lo aludido por Sanchez, et al., (2011). La humedad
promedio del sustrato en el T1 se muestra en la figura 14 donde en el nivel 1
inicialmente fue de 68% y se redujo a 60%, en el nivel 2 de 67% a 64% y en el
nivel 3 de 67% a 63%, lo que indica que en la parte superior hubo una mayor
pérdida de humedad en el sustrato. En el T2 (Figura 15) el promedio de humedad
inicialmente fue de 65% y disminuyo con el tiempo a 61% en el nivel 1, en el nivel
2 de 66% a 62% y en el nivel 3 de 66% a 62%.
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Figura 14. Evolucion de la humedad en el sustrato durante el semi composteo sin
remocion del material (T1)
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Figura 15. Evolucién de la humedad en el sustrato durante el semi composteo con
remocion del material (T2)

La aireacion natural y forzada arrastré cierta cantidad de agua durante el proceso
dando como resultado la pérdida de la humedad, esto es similar a lo expuesto por
Hernandez et al., (2003) donde inicié con un 70% de humedad y descendi6 al 58-

61%, al igual que Barrios-Espinoza et al., (2009) donde se redujo de 56 a 55%.

Sanchez et al., (2011) determinaron que la humedad inicial en el sustrato que
proporciona mayor estabilidad para que se lleve a cabo la pasteurizacion por
autocalentamiento es cuando se tiene el 65%. Esta cantidad permite que se
genere suficiente calor para inhibir microorganismos contaminantes, ya que
valores de humedad inferiores 0 superiores no generan las temperaturas
requeridas en los tres niveles, ademas prepara al sustrato para el adecuado
desarrollo que requiere P. ostreatus.
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Temperatura

La eficiencia del semi composteo para que se de la pasteurizacion por
autocalentamiento depende primordialmente de las temperaturas que se alcanzen
en el proceso, en la figura 16 se muestra el comportamiento de la temperatura en
el tratamiento sin remocion del material (T1) y en los tres niveles en los que fue
dividido el sustrato. De manera general el aumento de temperatura se dio
gradualmente en todos los niveles, sin embargo en el nivel 3 este aumento
ligeramente mas rapido que en los demaés, alcanzando los 50.2°C a las 39 h,
posteriormente el nivel 2 llegd a 50.9°C a las 41 h y finalmente a las 45 h el nivel 3
consiguio los 50.9°C. Una vez que el sustrato alcanzaba los 50°C comenz6 a
estabilizarse. La temperatura mas alta registrada en el tratamiento fue de 54.8°C
(Nivel 3).
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Figura 16. Comportamiento de la temperatura durante el semi composteo sin remocion
del material (T1).
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En el tratamiento donde se removi6 el material (T2) (Figura 17) el nivel 3 alcanzé
los 50°C a las 33 h, posteriormente los niveles 1y 2 a las 36 h (50.8 y 50.3°C

respectivamente), en ese momento se realiz6 la remocion del material.

Debido a la remocién las temperaturas disminuyeron a 36.8°C en el nivel 1, 36.6°C
en el nivel 2 y 37°C en el nivel 3, volviéndose equiparables en los tres niveles. El
material, al no ser sacado del contenedor, comenzé a incrementar su temperatura
nuevamente, y a las 51 h se alcanzaron los 50.9°C en el nivel 2, 50.3°C en el nivel
3y alas 54 h 50.4°C en el nivel 1. Para este tratamiento, el proceso se detuvo a
las 63 h. Temperaturas de 45-60°C son indicadores de un buen sistema de
composteo (Trutmann et al., 2007).
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Figura 17. Comportamiento de la temperatura durante el semi composteo con remocion
del material (T2).
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Las condiciones del entorno del experimento son importantes para el desarrollo
del método, en este caso la temperatura ambiente fue de 20 a 25°C y la humedad
relativa del 70-80% de humedad.

Barrios-Espinoza et al., (2009) y Sanchez et al., (2011) sefalan el alcance de 50°C
en pasto pangola, a las 18 h de iniciado el proceso en condiciones controladas
(temperatura y humedad relativa de 26°C y 80-90%), en tanto Avendafio y
Sanchez (2013) registraron en promedio 21°C y 76-96% en condiciones “al aire
libre”, éstos udltimos mencionan que debido la importante variacion de la
temperatura ambiental (la minima que registraron fue de 5°C) la temperatura
dentro del cajon de madera no superaba los 40°C, por lo tanto, afladieron una

capa de 2 cm de poliuretano como aislante para retener el calor generado.

Especificamente en este trabajo la temperatura ambiental cuando se llevo a cabo
el T1 fue en promedio de 21°C y 70-80% HR, condiciones similares a las de
Avendafio y Sanchez (2013) sin embargo, la temperatura ambiental minima
registrada fue de 19°C, por lo que, sin necesidad de agregar un aislanete, los 50°C
si fueron alcanzados, aunque un tiempo mas prolongado (a las 45 h) que lo
reportado por Barrios-Espinoza (2009). En el T2, la temperatura ambiental
promedio registrada fue de 25°Cy 75-80% de humedad, y a las 36 h se consigui6
gue en todos los niveles se registraran los 50°C.

Esto indica que, tal y como lo mencionan Avendafio y Sanchez (2013) la
temperatura ambiental afecta directamente al aumento de temperatura del material
en el contenedor de madera debido al intercambio de calor entre este, la
temperatura ambiental y el aire que entra en los orificios para que no existan
condiciones anaerobicas. Estos mismos autores hacen referencia a que para
reducir los organismos contaminantes en los sustratos son mas recomendables
las temperaturas medias que las altas, y que para la produccion de P. ostreatus
puede ser suficiente con que este haya alcanzado una temperatura no menor a
50°C por 10 h.
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Contaminantes

No se presentaron contaminantes en ambos tratamientos, coincidiendo con lo
expuesto por Villa (1999), esto puede ser atribuible a la generacion adecuada de
las temperaturas, humedad/pH y tiempo de incubacién, ya que como mencionan
Bermudez et al., (2007) si la etapa de incubacion es de 15-20 dias y el micelio
cubre completamente las bolsas en este periodo, también se reduce el riesgo de

contaminacion.

Hernandez et al., (2003), Barrios-Espinoza et al., (2009) y Sanchez et al.,
reportaron una incidencia de Fusarium y Trichoderma, sin embargo no adjudicaron
esto a que la pasterizacion por autocalentamiento no se haya realizado
correctamente, si no a condiciones de excesiva humedad y acumulaciéon de agua
en las bolsas incubadas, lo que probablemente facilité a la proliferacién de estos

microorganismos.
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Comparacion de Eficiencia Bioldgica, Tasa de Produccion y Rendimiento entre

niveles

Los valores de EB, TP y R obtenidos el tratamiento sin remocién del material se
muestran en el cuadro 7. La comparacion de la EB entre los tres niveles no mostré
diferencia estadistica, de igual forma, el andalisis demostré que la TP fue igual para
los tres. En el Rendimiento, el analisis definiéo dos grupos: (a) donde estuvieron el
nivel superior e inferior con el 11.2% y (b) del nivel medio (10.4%). No hubo

diferencia significativa entre peso de los carpoforos en los tres niveles.

Cuadro 6. Eficiencia biologica, tasa de produccién y rendimiento promedio de los tres

niveles en el semi composteo sin remocién del material (T1).

Eficiencia o Peso
Tasa de Rendimiento
Nivel Biol6gica StDev _ promedio
Produccion (%) )

(%) (g/ carpéforos)

1 (Superior) 86 a 541 1.982 a 11.2a 15.346 a
2 (Medio) 89 a 3.05 1.840 a 104 b 14.901 a
3 (Inferior) 85 a 2.38 1.982 a 11.2a 14.554 a

Letras diferentes entre filas indican diferencias significativas de acuerdo a la prueba Tukey (a=0.05).

En el tratamiento donde se removié el material (T2) (Cuadro 7) la EB obtenida en
el nivel inferior fue la mayor (90%), sin embargo estadisticamente fue igual
respecto al nivel 1y 2 (88 y 87%). Para la TP el analisis estadistico definio tres
grupos: (a) en el cual estuvo el nivel inferior con el valor mas alto (2.69), (ab) con
un valor intermedio (2.01) y (b) que correspondi6 al nivel medio y que reporto el
valor mas bajo. El Rendimiento conseguido mostré ser estadisticamente igual (a)
en el nivel 1y 2 (11 y 10.8%), pero no asi en el nivel 3 (10.4) (b). El Peso de los

carpoforos se mantuvo estadisticamente sin diferencias entre los tres niveles.
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Cuadro 7. Eficiencia bioldgica, tasa de produccién y rendimiento promedio de los tres

niveles en el semi composteo con remocion del material (T2).

Eficiencia o Peso
_ _ _ Tasa de Rendimiento _
Nivel Biolbgica StDev . promedio
Produccion (%) )
(%) (9/ carp6foros)
1 (Superior) 88 a 6.43 2.01 ab 11a 14.27 a
2 (Medio) 87 a 4,73 1.69b 10.8 a 14.58 a
3 (Inferior) 90 a 4.15 2.69 a 104 Db 13.02 a

Letras diferentes entre filas indican diferencias significativas de acuerdo a la prueba Tukey (a=0.05).

Esto indica que no existe variacion entre los tres niveles, respecto a la EB
obtenida, afin a lo demostrado por Barrios-Espinoza et al., (2009) y Avendafio y
Sanchez (2011), sin embargo, mientras en el T1 la Unica diferencia fue conforme
al Rendimiento, en T2 las diferencias se observaron en la TP y R, lo que infiere
qgue el no realizar la remocion del material da como consecuencia resultados mas

homogéneos entre niveles.
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Comparacion de Eficiencia Bioldgica, Tasa de Produccion y Rendimiento entre

técnicas

El cuadro 9 muestra los valores promedio obtenidos de la Eficiencia Biologica,
Tasa de Producciéon y Rendimiento obtenidos en las dos técnicas evaluadas (T1y
T2).

El analisis estadistico no mostré que existiera diferencia significativa para le EB
entre tratamientos, T1 obtuvo 86% y T2 88%. En la Tasa de Produccion el analisis
separ6 dos grupos, siendo el T2 el que tuvo una mayor TP (2.19) (a) comparado
con T1 (1.91) (b). La evaluacion del rendimiento nuevamente los colocé en el
mismo grupo estadistico (a), demostrando que no hubo diferencia en este
pardmetro. El peso de los carpéforos no mostrd diferencias significativas entre
ambos (14.93y 14.20 g).

Cuadro 8. Comparacion de Eficiencia Biologica, Tasa de Produccién y Rendimiento de

los tratamientos de semi composteo con y sin remocién del material.

Tratamientos .Efici(.ancia Tasa dg Rendimiento roprise?:lio
Biol6gica (%)  Produccion (%) P )
(g/carpoéforos)
Sin remocion
(T1) 86 % a 191b 10.90 a 14.93 a
Con remocion 2.19 a 10.72 a 14.20 a

(T2) 88 % a

Letras diferentes entre columnas indican diferencias significativas de acuerdo a la prueba Tukey
(0=0.05).

Para la misma cepa utilizada (ECS-0152) aplicando la pasteurizacion por el semi
composteo, Hernandez et al., (2003) en Pasto pangola y pulpa de café, y Barrios-
Espinoza et al., (2009) Unicamente en Pasto pangola reportan una EB mayor a lo
obtenido en este trabajo; 93% y 112% respectivamente, pero como se menciono
con anterioridad, realizaron este proceso bajo condiciones controladas, lo que hizo
un tratamiento mas rapido y probablemente una menor modificacion en la

composicién y caracteristicas de los sustratos, Sanchez et al., (2011)?, también en

? Utilizaron la cepa ECS-1123
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Pasto pangola reportaron una menor EB (70.5-88.1%), y aunque hacen mencion a
que so6lo tomaron en cuenta datos de dos cosechas, estos agregaron suplementos
al sustrato. Avendafio y Sanchez (2013), también obtuvieron una mayor EB
(102%), sin embargo, ellos necesitaron agregar una capa de poliuretano al cajon

de madera porque el sustrato no alcanzaba la temperatura requerida.

La TP alcanzada 1.91 y 2.19, es comparable y se encuentra dentro del rango de
los valores obtenidos por Barrios-Espinoza et al.,, (2009) 1.87 y Avendafo y
Sanchez 2.85. A pesar de que el R (10.9% en ambos tratamientos) fue menor que
el indicado por Barrios-Espinoza et al., (2009) y Avendafio y Sanchez (2013): 16 y
12.4%, aun se encuentra dentro de los intervalos considerados como viables para
diferentes sustratos. Comparativamente el peso promedio de los carpdéforos si fue
superior a lo reportado por Barrios-Espinoza et al., (2009) (5-9 g), consiguiendo
casi duplicarlo (14.93-14.20 g).

Figura 18. Carpdéforos de P. ostreatus creciendo en sustratos semi compostados. 1:Nivel

2 del tratamiento sin remocion del material, 2: Nivel 1 del tratamiento con remocién del
material.
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Estadisticamente, la Unica diferencia conforme a los parametros de productividad
entre T1 y T2 fue la tasa de produccién, sin embargo, es importante hacer énfasis
en que el tiempo del proceso sefialé una importante desigualdad, ya que cuando
hubo remocion este se prolongdé 18 h mas. Esto sugiere los orificios de la parte
inferior del contenedor logran la aireacibn adecuada, y permiten que el
metabolismo microbiano sea eventualmente mas oxidativo y generador de calor
resultando en condiciones apropiadamente. para que la pasteurizacion por

autocalentamiento se realice.

De este modo, y debido a que parte de la optimizacion de un proceso es reducir
los tiempos, T1 se consideraria la mejor técnica, concordando con lo conseguido
por Hernandez et al., (2003) donde eligieron como el mejor tratamiento para la
pasteurizacion por autocalentamiento al procedimiento donde no se removié el
material durante todo el proceso pero estaba provista de la aireacién necesaria,

permite un mejor manejo y no requiere mano de obra para remover el material.

Los resultados conseguidos ademas, se pueden comparar con lo obtenido en la
mezcla AB esterilizada EB=91%, TP=1.75, PP=14.96 g y R=19.3% (Figuras 7, 9
10 y 11), ya que son numericamente similares e indican que la pasteurizacion
mediante el proceso de semi composteo funciona tan bien como la esterilizacion.
De este modo, se demuestra la posibilidad de sustituir las técnicas habituales que
se utilizan para preparar los sustratos, por la pasteurizacion por autocalentamiento
mediante el semi composteo, sin necesidad de una fuente de energia externa,
reduciendo la cantidad de agua utilizada y teniendo valores de EB comercialmente

aceptables.
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6 CONCLUSIONES

Las caracteristicas fisicoquimicas de los tres subproductos vegetales presentaron
diferencias significativas en la mayoria de los parametros, sin embargo se
mantuvieron dentro de los valores de referencia admisibles para ser utilizados

como sustratos para el cultivo de P. ostreatus.

El desarrollo micelial in vitro de P. ostreatus demostré que su crecimiento sobre
los sustratos no solamente fue mayor a lo reportado sobre medios sintéticos, sino

gue otorgaron las caracteristicas morfolégicas apropiadas para esta especie.

La mezcla Acahual-Bagazo presento los mayores indicadores de productividad en
el cultivo de P. ostreatus en relacion a los demas sustratos evaluados, logrando

eficiencias biologicas del 91%.

La pasteurizacion por autocalentamiento en el método de semi-composteo
utilizando el contenedor de madera esta influida directamente por las condiciones
ambientales para alcanzar la temperatura requerida y los valores de pH vy
humedad, que en conjunto consiguen inhibir microorganismos competidores de P.

ostreatus.

La remocion del material prolonga el tiempo del proceso, y no es precisa si se
otorga la aireacion necesaria, estadisticamente no existié diferencia entre realizar
esta accion o no, respecto a la Eficiencia Bioldgica, tamafio de los carpéforos y

rendimiento.
La preparaciéon del sustrato mediante la pasteurizacién por autocalentamiento es

comparable a la esterilizacion con base a los resultados conseguidos de eficiencia

bioldgica obtenida entre ambos en este trabajo (91 y 88-86% respectivamente).
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