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GLOSARIO

COLONIZACION: Accién y efecto de fijar colonias en un medio o sustrato.

EFICIENCIA BIOLOGICA: peso en gramos de cuerpos fructiferos frescos
cosechados por cada 100 gramos de sustrato seco

ESTERILIZACION: efecto de destruir microorganismos contaminantes o
patégenos.

FERMENTACION AEROBIA: degradacion de los carbohidratos en productos
sencillos por accién enzimatica en presencia de oxigeno.

FERMENTACION ANAEROBIA: degradacion de los carbohidratos en productos
sencillos por accion enziméatica en ausencia de oxigeno.

HONGO: microorganismo unicelular o pluricelular que se alimentan mediante la
absorcion directa de nutrientes

INCUBACION: tiempo en que un microorganismo se desarrolla.

INHIBICION: efecto que causa el desarrollo de un microorganismo para impedir o
reprimir el desarrollo de otro.

INOCULACION: acto de sembrar una cepa de un microorganismo en un medio de
cultivo o sustrato.

MESOFILO: organismo que vive y se desarrolla a temperatura ambiente.

METABOLITO: sustancia quimica producida por los microorganismos en su
proceso metabdlico necesaria para su desarrollo.

MICROFLORA: conjunto de microorganismos adaptados a un medio natural.
ORELLANA: hongo comestible del genero Pleurotus sp.

SAPROFITO: organismo que se alimenta de la materia organica en
descomposicion.

SETA: cuerpo fructifero de un hongo superior.



SUSTRATO: medio de cultivo usado para la produccion de hongos comestibles.

SUSTRATO AGOTADO: medio de cultivo residual del cultivo de hongos
comestibles.

TERMOFILO: organismo que vive y se desarrolla a altas temperaturas.

UNIDAD FORMADORA DE COLONIA: microorganismo presente en un medio de
cultivo capaz de formar una colonia.
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SUMMARY

The coffee production occupies an important line inside the culture and the
economy of our region, likewise it generates great quantity of crop residuals as the
coffee’s pulp, which should be treated appropriately to diminish the contamination
of the environment, for this reason alternatives are looked for its use. In the
property Los Andes located in Piendam¢ (Cauca) was carried out a test in two
stages, with the objective of evaluating in a first stage three methods of
substratums sterilization for the cultivation of the mushroom eatable orellana
(Pleurotus ostreatus) using as matter it prevails it bases the coffee's pulp, for the
variables; units colony make up for milligram of substratum (UFC / mg),
colonization percentage and percentage of contamination of the substratum. In a
second stage it was evaluated different substratums mixtures, estimating the
colonization, the production of fruitful bodies and the biological efficiency of the
substratum in two crops.

For the first stage (evaluation of substratums sterilization), a design was used
totally at random with factorial arrangements 4 X 4 X 3. The treatments were
compound for four sterilization methods (N: non sterilization, Q: chemical
sterilization, V: sterilization with vapor of water and E: sterilization with water in
boil), and four substratums mixtures (S1: 100% pulp of coffee, S2: 50% pulp of
coffee + 50% cane trash, S3: 50% pulp of coffee + 50% pastures of court King
Grass and S4: 33.3% pulp of coffee + 33.3% cane trash + 33.3% pastures of court
King Grass), each one with three repetitions. The test "t" demonstrated for the
number of UFC / mg that the treatment dilutes in boil with average of 2.8 UFC / mg,
it was the best sterilization method. For microorganisms colonization's percentage,
the test of averages of Duncan (a = 0.05), reported that the treatment of water in
boil was better.

In the second stage (production of mushroom in different substratums), a 4 X 5
totally at random design was used with four treatments that corresponded to the
same mixtures used in the first stage, repeated five times. The obtained results of
the variance analysis for colonization percentage a day 5 sample that it existed
significant (a = 0.05) differences among the treatments, and the test of averages of
Duncan (a = 0.05), it reported that T1 (79.3%) was the best substratum. For the
variable production of mushrooms in the two crops the test of Duncan (a = 0.05)
reported that the effect of S2, S3 and S4 were similar. As soon as the biological
efficiency the treatments presented the same tendency of the previous variable,
where the percentage average of the biological obtained efficiency was 46.4%
(S4), (S1) 62.9%, (S2) 66.8% and (S3) 59.5%.
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The proximal analysis of the out substratum obtained after the Pleurotus ostreatus
cultivation, showed changes happened in its composition, mainly in the protein
content, fiber and in the relationship C/N.

Key words:

Sterilization, substratum, cultivation Pleurotus ostreatus, biological efficiency, out
substratum.
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RESUMEN

La produccién de café ocupa un renglon importante dentro de la cultura y la
economia de nuestra region; asi mismo, genera gran cantidad de residuos de
cosecha como la pulpa de café, la cual debe ser tratada adecuadamente para
disminuir la contaminacion del medio ambiente, por esta razdn se buscan
alternativas para su utilizacion. En la finca Los Andes ubicada en Piendamé
(Cauca) se llevé a cabo un ensayo en dos etapas, con el objetivo de evaluar en
una primera etapa tres métodos de esterilizacion de sustratos para el cultivo del
hongo comestible orellana (Pleurotus ostreatus) usando como materia prima base
la pulpa de café, para las variables: unidades formadoras de colonia por miligramo
de sustrato (UFC/mg), porcentaje de colonizacion, y porcentaje de contaminacion
del sustrato y en una segunda etapa se evaluaron diferentes mezclas de sustratos,
estimando la colonizacién, la produccion de cuerpos fructiferos y la eficiencia
biolégica del sustrato en dos cosechas.

Para la primera etapa (evaluacion de tratamientos de esterilizacion), se empled un
disefio completamente al azar con arreglos factoriales 4 X 4 X 3. Los tratamientos
estaban compuestos por cuatro métodos de esterilizacion (N: no esterilizacion, Q:
esterilizacion quimica, V: esterilizacién con vapor de agua y E: esterilizacion con
agua en ebullicion), y cuatro mezclas de sustratos (S1: 100% pulpa de café, S2:
50% pulpa de café + 50% bagazo de cafia, S3: 50% pulpa de café + 50% pasto de
corte King Grass y S4: 33.3% pulpa de café + 33.3% bagazo de cafia + 33.3%
pasto de corte King Grass), cada uno con tres repeticiones. Los datos obtenidos
se analizaron mediante: prueba “t”’, analisis de varianza y prueba de comparacion
multiple Duncan. La prueba “t” demostré para el numero de UFC/mg de sustrato,
que el tratamiento agua en ebullicibn con un promedio de 2.8 UFC/mg fue el mejor
método de esterilizacion. Para el porcentaje de colonizacién el andlisis de varianza
mostré que existieron diferencias significativas (a = 0.05) entre los tratamientos.
La prueba de promedios de Duncan report6 que el tratamiento de agua en
ebullicion fue mejor.

En la segunda etapa (produccién de setas en diferentes sustratos), se empled un
disefio completamente al azar 4 X 5 con cuatro tratamientos que corresponden a
las mismas mezclas usadas en la primera etapa cinco veces. Con los datos
obtenidos se efectu6 un andlisis de varianza y una prueba de comparacion
multiple de Duncan. Los resultados obtenidos del andlisis de varianza para
porcentaje de colonizacion al dia cinco muestra que existieron diferencias
significativas (a = 0.05) entre los tratamientos, y la prueba de promedios de
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Duncan (a = 0.05), reporté que T1 (79.3%) fue el mejor sustrato. Para la variable
produccion de setas en las dos cosechas, el analisis de varianza detecto
diferencias significativas (a = 0.05), y la prueba de promedios de Duncan (a =
0.05) report6 que T2 (565.8 g), T3 (601.2 g) y T4 (535.8g) son iguales. En cuanto
la eficiencia biolégica los tratamientos presentaron la misma tendencia de la
variable produccion de setas; el porcentaje promedio de la eficiencia biologica
obtenido fue de T1 (46.4%), T2 (62.9%), T3 (66.8%) y T4 (59.5%).

El sustrato agotado obtenido del cultivo de Pleurotus ostreatus, después de
realizarle un andlisis proximal mostré cambios en su composicion, principalmente
en el contenido de proteina, fibra y en la relacion C/N.

Palabras Clave:

Esterilizacién, sustrato, cultivo Pleurotus ostreatus, eficiencia bioldgica, sustrato
agotado.
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INTRODUCCION

En la actualidad, la demanda de alimentos y materias primas se ha incrementado
conforme crece la poblacibn mundial, trayendo consigo un aumento en la
produccién agropecuaria, ésta genera grandes cantidades de residuos y
desperdicios, que no son aptos para el consumo humano o animal directamente, y
que en un alto porcentaje no estan siendo aprovechados por los productores,
quienes no les dan el manejo que estos merecen, y en la en mayoria de los casos
los queman, los arrojan a las fuentes de agua o los depositan en cualquier lugar
de su explotacion, contribuyendo asi a la contaminacion y deterioro del medio
ambiente.

En el municipio de Piendamé (Cauca), entre los residuos de cosecha que mas se
producen, se encuentra la pulpa de café, producto del beneficio de este cultivo, el
cual se encuentra sembrado en un area aproximada de 8,373.43 has (POT
Piendamo, 2005), que alcanzan a producir aproximadamente unas 16,747 tm* de
pulpa de café al afio. Este residuo tiene un alto potencial de contaminacion,
principalmente por el manejo dado, pues es un bajo porcentaje es utilizado en la
alimentacion de lombrices, pero en su mayor proporcion es desechado en
cualquier parte de la finca cafetera; y debido a su composicion fisicoquimica (alto
contenido de azucares y fibra), que retarda su descomposicion, sus lixiviados
contaminan el agua que entra en contacto con ella; ademas, incrementa la
presencia de roedores, insectos, hongos y bacterias. Es por esta razon que este
subproducto merece atencion en el manejo como desperdicio 0 materia prima para
diferentes procesos.

El bagazo de la cafa panelera (Saccharum officinarun) es otro subproducto no
aprovechado totalmente, que esta generando contaminacion en esta zona, debido
a que en el municipio la produccién es de 190 tm/afio de panela (Secretaria de
Desarrollo Agropecuario y Fomento Econdmico, Censo Agropecuario 2004), que
deja aproximadamente 760 tm de bagazo, el cual en parte es usado en la
combustion de las hornillas, y un alto porcentaje es desechado a un lado del
trapiche generando malos olores y atrayendo plagas como hormigas y roedores
gue pueden afectar la calidad del producto final.

El pasto de corte King Grass (Pennisetum hybridum) es de constitucion muy
fibrosa, por su manejo so6lo se utilizan sus hojas y tallos tiernos, quedando como

! Tonelada métrica.
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material de desecho tallos maduros, que se acumulan en el establo y en su
proceso de descomposicion atraen insectos como moscas, que pueden actuar
como vectores de multiples enfermedades para el ganado.

Los materiales mencionados anteriormente, presentan gran cantidad de fibra,
compuesta principalmente por celulosa y hemicelulosa, que pueden ser
aprovechados en la produccion de hongos comestibles del género Pleurotus sp,
los cuales tienen la habilidad de descomponer residuos agroindustriales con
relaciones de carbono/nitrogeno entre 50 y 500 (Rodriguez y Jaramillo, 2005).

Otra caracteristica de los materiales es la disponibilidad en la zona, que asegura
una produccién continua. Teniendo en cuenta que la pulpa de café puede ser una
materia prima base para la preparacion de los sustratos destinados al cultivo del
hongo, Segun el POT, 2005 de Piendamé se estima que por cada hectéarea de
café sembrado se obtiene una produccion promedio de 90 @ de café pergamino
seco al afio, que generan aproximadamente dos toneladas de pulpa fresca, de las
gue se pueden obtener 1.800 kg de sustrato para cultivo y 170 kg de setas de la
seta Pleurotus sp. (Rodriguez y Gémez, 2001), representando un ingreso neto de
$1.400.000, haciendo atractiva esta actividad agricola en las fincas cafeteras.

Por lo anterior surge la oportunidad de realizar en la zona, un trabajo de
investigacion para evaluar la produccion de Pleurotus ostreatus sobre cuatro
diferentes sustratos a base de pulpa de café, sometidos a diferentes métodos de
esterilizacion y analizar el sustrato agotado.
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1. MARCO TEORICO

1.1 HONGOS COMESTIBLES

Durante mucho tiempo los hongos estuvieron ubicados en el reino de las plantas.
Es a partir de una serie de argumentos presentados inicialmente por Whittaker en
1969 y posteriormente ampliadas por Margulis en 1971, cuando termina por
aceptarse la idea de que los hongos son organismos diferentes a las plantas y a
los animales, y que deberian formar un grupo aparte, el llamado Reino de los
Hongos o Reino Fungi. Estas diferencias se ven expresadas por ejemplo en su
forma de almacenar alimento o energia, el cual es similar al de los animales que lo
almacenan en forma de glucégeno, pero difieren en que los hongos no poseen un
aparato digestivo y absorben los alimentos por medio de enzimas que liberan al
ambiente ocasionando procesos como el de la descomposicién (Romero, 2003).

En cuanto a las plantas, los hongos tienen similitudes en la composicion de la
pared celular, dado que ambos contienen celulosa, pero los hongos no la poseen
de forma verdadera, y usualmente tienen quitina que les permite romper
estructuras tan duras como la lignina de los arboles, ademas los hongos no
realizan fotosintesis, que es el principal medio de alimentacion de las plantas,
estos utilizan la descomposicion, el parasitismo y también relaciones simbidticas
como las micorrizas (Romero, 2003).

Segun Rajarathnam (1991), citado por Rodriguez y Jaramillo (2005), los hongos
son potentes agentes bioldgicos que convierten los residuos organicos no
comestibles, en alimentos humanos palatables. Dependiendo de su modo de vida,
los hongos pueden ser simbidticos, parasitos o saproéfitos. Estos ultimos son los
gue viven sobre materia organica en descomposicién, como es el caso del hongo
Pleurotus sp. Los hongos superiores son solo una pequefia parte del reino Fungi,
los cuales tienen la capacidad de producir cuerpos fructiferos o también llamados
carpoforos o setas que se pueden ver a simple vista y de los cuales son muchos
los animales e insectos que obtienen su alimento y cumplen la funcién de esparcir
esporas para la reproducciébn sexual de las especies, utilizando diversos
mecanismos para ello. Ademas, sus funciones ecosistémicas son bien diversas en
el mantenimiento de la dinamica de los bosques y la transformacion de la muerte
en vida.

En si, el verdadero cuerpo de los hongos como se observa en la Figura 1, esta
conformado por filamentos pequefios que se encuentran dentro de los sustratos
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de los que se alimentan, a estos filamentos se les denominan hifas, las cuales se
entrelazan y crecen conformando el micelio.

Figura 1. Esquema de un hongo superior
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Fuente: Betancur, M., 2005

1.2 GENERO PLEUROTUS

En la Figura 2, se presentan hongos comestibles del género Pleurotus sp,
llamados comunmente orellanas u hongos ostra, que se han convertido, en la
actualidad, en los mas faciles de producir y menos costosos, debido a sus
caracteristicas como son la alta adaptabilidad, agresividad y productividad

(Rodriguez y Jaramillo, 2005).

Figura 2. Seta de Pleurotus sp.

Fuente: Sarasti, Muelas, Hoyos y Paz, 2008
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Su produccion a nivel mundial se ha incrementado rapidamente en muy poco
tiempo, pasando de 169.000 tm producidas en el afio de 1986 a cerca de
1.000.000 de tm a finales de los afios 90 (Rodriguez y Jaramillo, 2005), y ocupan
el tercer puesto en produccion de hongos comestibles después del champifion
(Agaricus bisporus) y del shiitake (Lentinula edodes).

Naturalmente las especies de Pleurotus sp., crecen como parasitas o como
saprofitas en trozos de plantas vivas 0 muertas que generalmente son pobres en
nutrientes y vitaminas. En ambos casos el micelio crece y forma los cuerpos
fructiferos utilizando los nutrientes a partir de los complejos lignocelulésicos con
relaciones de carbono/nitrégeno entre 50 y 500 (Rodriguez y Jaramillo, 2005).

Ademas, este hongo presenta una alta eficiencia biolégica la cual determina el
potencial biolégico de los sustratos para la produccién de hongos. En términos
generales, la eficiencia biolégica se define como el peso en gramos de hongos
frescos cosechados por cada 100 gramos de sustrato seco (Sanchez et al., 2007).

1.2.1 Descripcién. Como se presenta en la Figura 3, los hongos del género
Pleurotus sp. se reconocen por la forma del sombrero a manera de abanico o de
espatula, por su crecimiento en grandes matas sobre madera y por sus laminillas,
asi como también por la situacion del pie, comun a casi todas las especies de este
género. Se presenta con un sombrero que, en realidad, es muy variable tanto en la
forma como en el color. Puede ser marrén, la coloracién tipica, pero también
grisdceo, negruzco, a veces con una tonalidad un poco violeta o azulada. Su figura
es conchiforme o de espatula, con los sombreros que, en el sustrato, se pueden
sobreponer a manera de repisas (Romero, 2003).

Figura 3. Partes de una seta de Pleurotus sp
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Las laminillas son blancuzcas, sutiles y estrechas, decurrentes sobre el pie de
manera vistosa. El pie es excéntrico o lateral, corto y robusto, velloso en la parte
inferior donde se ensancha y se une a otros para formar ramilletes, y es de color
blancuzco (Romero, 2003).

De sus caracteristicas organolépticas, puede decirse que la carne, blanca, no
tiene olores ni sabores de particular interés, que es de muy buena calidad; es
recomendable consumir individuos jévenes porque la carne tiende a ser un poco
dura en los ejemplares mas desarrollados. Tiene necesidad de un tiempo de
coccion mas prolongado que el que hace falta en muchas otras especies (Romero,
2003).

1.2.2 Clasificacién taxonémica.

Reino: Fungi Orden: Agaricales
Divisién: Eumycetos Familia: Piloporaceae
Clase: Basidiomicetos Género: Pleurotus ostreatus

1.2.3 Beneficios del hongo Pleurotus sp. Los beneficios que el hongo presenta
al medio ambiente y a los consumidores, se mencionan a continuacion.

1.23.1 Beneficios biolégicos del cultivo. Presentan gran habilidad para
crecer en sustratos lignocelulticos pobres en nutrientes donde muestran un
rapido crecimiento y colonizacion del micelio generando una répida y facil
produccion de setas, a bajos costos y alto rendimiento.

1.2.3.2 Beneficios nutritivos. Son considerados de alto valor nutritivo
debido a que en los andlisis bromatoldgicos realizados a este hongo (ver Tabla 1),
se han determinado altos contenidos de proteina, fibra y minerales, razén por la
cual son recomendados para la salud humana.

Tabla 1. Analisis bromatolégico Pleurotus ostreatus

Hu N Prot. Ceniza Fibra Grasa ELN P K Ca Mg Fe Zn
% % % % % % % % % % % ppm  ppm

90.25 6.07 293 10.97 9.17 2.37 36.11 140 440 0.04 0.20 340 166

Fuente: Rodriguez y Gémez, 2001

1.2.3.3 Beneficios a la salud. Entre los estudios realizados por el Centro
Nacional de Investigacion del Café (CENICAFE) se han relacionado sustancias
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gue componen el hongo con beneficios hacia la salud; una de ellas es el pleurotin
que es un compuesto policiclico al que se le atribuyen propiedades antibiéticas,
otros son los polisacaridos solubles aislados de los carpoforos o setas los cuales
poseen actividad antitumoral. Su alto contenido de fibra y nutrientes hacen del
hongo Pleurotus sp. un alimento 6ptimo para dietas de personas afectadas con
hiperlipemia y diabetes (Rodriguez y Jaramillo, 2005).

1.2.34 Otros beneficios. Otro beneficio que podemos destacar del hongo
Pleurotus sp. es que segun estudios realizados por Barrén y Thorn, estos pueden
atacar neméatodos por un proceso que ocurre cuando las toxinas secretadas por el
hongo entran en contacto con el nematodo inmovilizandolo y permitiendo que sus
hifas penetren el organismo y lo digieran. Otros organismos que este hongo
atacan son bacterias de los géneros Agrobacterium y Pseudomonas. (Rodriguez y
Jaramillo, 2005).

1.2.4 Ciclo de cultivo. Para llevar a cabo la producciéon de estos hongos se han
establecido parametros o protocolos con el propdsito de facilitar el proceso
productivo y garantizar la calidad del producto final.

1.24.1 Produccién de semilla. La produccion de las semillas se hace en
laboratorios especializados. Para este proceso se requiere personal capacitado
que, a partir de cultivos puros crio conservados, los trasfieren a tubos de ensayo
con agares nutritivos, que luego pasan a cajas de Petri 0 botellas planas con agar
como sustrato, después que el micelio se ha incrementado se prepara la semilla
usando granos de cereales como arroz, trigo, cebada, sorgo, etc. (Sanchez y
Royse, 2001).

1.2.4.2 Adecuacion del sustrato. El material utilizado como sustrato debe
tener un tratamiento previo que garantice unas adecuadas condiciones
fisicoquimicas para su cultivo. Entre los requerimientos mas importantes se
consideran: tamafio de la particula (2 a 5 cm), humedad aproximada del 70%,
nitrégeno entre 0.5 — 1.5%, pH ligeramente &cido. Ademas, el sustrato debe estar
totalmente limpio y libre de cualquier otro microorganismo que pueda ser
competencia del hongo (Rodriguez y Jaramillo, 2005).

1.2.4.3 Inoculacion. En este proceso se adiciona la semilla del hongo
Pleurotus al sustrato que previamente debe estar acondicionado; el proceso
completo consta de los siguientes pasos:
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e Adecuar el lugar donde se realiza la inoculacion, se debe aislar de
corrientes de aire, limpiar y desinfectar.

e Preparar materiales necesarios como: sustrato, bolsas, semilla, guantes,
gorro, etc.

e Pesar el sustrato para adicionar la cantidad de semilla requerida a razon de
3% (30 g de semilla por 1000 g de sustrato).

e Empacar el sustrato en bolsa de polietileno negro de 25 x 50 cm y empacar
de dos a tres kg de sustrato y hacer 40 hoyos alrededor de la bolsa
(Rodriguez y Jaramillo, 2005). Los mejores resultados de produccion de
setas se han obtenido al empacar tres kg de sustrato por bolsa (Urbano et
al., 2002).

1.24.4 Incubacion. En esta etapa se busca que el micelio del hongo invada
el sustrato para que se pueda desencadenar el proceso de fructificacion. Para la
incubacion se tienen las siguientes recomendaciones: tener el cuarto limpio y
desinfectado, contar con buena aireacién a razén de 100 m® de aire
fresco/hora/tonelada de sustrato. Voltear de arriba abajo las bolsas cada ocho dias
favoreciendo la distribucion de la humedad en la bolsa, regular la temperatura en
el sitio manteniéndola aproximadamente en 25 °C. Este proceso dura alrededor de
cuatro semanas y termina cuando se presenta una masa blanca homogénea y
algodonosa que es el micelio del hongo que ha colonizado todo el sustrato
(Rodriguez y Jaramillo, 2005).

1.2.4.5 Fructificacion. Esta etapa comprende la formacion de los cuerpos
reproductores o fructiferos. Las condiciones requeridas en cuanto al lugar donde
se llevara a cabo la fructificacion son las siguientes: buena ventilacién, la
temperatura entre los 12 y 18 °C, humedad relativa entre 90 — 95% manteniendo
riego frecuente en piso y paredes, y permitir el paso de la luz diaria. Esta etapa
dura de siete a diez dias (Rodriguez y Gomez, 2001).

1.2.4.6 Cosecha. Es el proceso de recoleccion de las setas. La primera
cosecha se hace al mes de haber sembrado la semilla del hongo en el sustrato,
esta cosecha se realiza manualmente, en un ciclo productivo que dura
aproximadamente 75 dias se alcanzan a hacer cuatro cosechas (Rodriguez vy
Gomez, 2001).
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1.2.4.7 Post cosecha. El hongo se puede consumir en fresco o0 en
conservas, en fresco el hongo dura aproximadamente diez dias y en conservas
dura mas tiempo, pero requiere un mayor costo de inversion (Rodriguez y
Jaramillo, 2005).

1.3 METODOS DE ESTERILIZACION DE SUSTRATOS

Para lograr que las materias primas utilizadas como sustrato para el cultivo de
hongos presenten las caracteristicas Optimas, se requiere la aplicacion de un
proceso de desinfeccibon que tiene por funcién disminuir la cantidad de
organismos, sobre todo nocivos, que pueden competir con el hongo en la
utilizacion del espacio y de los nutrientes (Sanchez y Royse, 2001).

Esta es una actividad que prepara al sustrato para una eficaz colonizacién por el
hongo. La esterilizacion puede darse por medio de un proceso de composteo
durante la preparacion del sustrato de fermentacion, o mediante un tratamiento
quimico o térmico, después de haber mezclado y homogenizado los ingredientes
(Sanchez y Royse, 2001). La esterilizacion tiene como finalidad destruir insectos y
microorganismos competidores de Pleurotus sp., pero al realizar esto, también
provoca cambios bioquimicos en el sustrato que pueden afectar positiva o
negativamente su calidad. Los diferentes métodos de esterilizacion de sustratos se
mencionan a continuacion.

1.3.1 Esterilizacion con agua en ebullicion: El método de esterilizacion con
agua en ebullicion consiste en sumergir el sustrato en agua a 95 °C durante un
minimo de 40 minutos. Al esterilizar por inmersion en agua se debe sumergir el
sustrato Unicamente cuando el agua haya alcanzado la temperatura de
pasteurizacion para provocar un choque térmico que dificilmente soportaran los
organismos que se encuentren en el sustrato. Si el sustrato es sumergido antes de
que el agua alcance dicha temperatura, muchos organismos termo resistentes
tendran la posibilidad de adaptarse al incremento paulatino de la temperatura y en
ese caso el tratamiento térmico no sera eficaz (Sanchez y Royse, 2001).

La inmersién en agua en ebullicion ha sido ampliamente recomendada y puede
considerarse como la forma mas sencilla de esterilizacién, por los bajos costos de
instalacion y lo rudimentario que puede ser el acondicionamiento del método; sin
embargo, tiene sus limitaciones porgue es ineficiente desde el punto de vista
energético lo que la hace operable sélo cuando se trabaja a muy pequefia escala,
y ademas, produce aguas residuales altamente contaminantes. Por otra parte,
puede funcionar bien en lugares donde la humedad ambiental es baja y permite el
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escurrido rapido del agua excedente. Si la humedad relativa del lugar es alta, el
control del contenido de agua en el sustrato después de la esterilizacion puede
requerir mayor manipulacion del sustrato, lo que incrementa los riesgos de
contaminacion (Sanchez, J. y Royse, D. 2001).

1.3.2 Esterilizacion por vapor. Es un método que requiere mas inversion que la
inmersion en agua en ebulliciébn, porque necesita al menos de un generador de
vapor. Este método, ha ido ganando adeptos poco a poco porque se puede
desarrollar también de manera relativamente rustica y es mas rentable a mayor
escala que la esterilizacion en agua en ebullicion. EI método consiste en colocar el
sustrato, en un espesor de hasta 60 cm, dentro de una caja o recipiente cerrado
gue tiene el fondo perforado. Después se introduce en la parte alta de la caja una
mezcla de vapor y aire a presion hasta que el sustrato alcanza una temperatura de
65 °C, los cuales se mantienen durante una hora. Al cabo de este tiempo se
suprime el vapor y se deja la ventilacién para que el sustrato se enfrie (Sanchez y
Royse, 2001).

1.3.3 Método A. G. de Gerber. El sustrato se remoja continuamente con agua a
95 °C durante media hora con el fin de ablandar el material y obtener una
humedad media del 75%. Cuando el sustrato se enfria y alcanza una temperatura
de 30 °C se inocula con la semilla de siembra, es decir, con el micelio del hongo
(Rodriguez y Jaramillo, 2005).

1.3.4 Fermentacién aerobia. Es un procedimiento de preparacion de sustrato
que trata de reforzar la escasa proteccion que posee frente a las contaminaciones
sin necesidad de recurrir al uso de fungicidas. Este procedimiento supone la
realizacion de dos etapas consecutivas: la pasteurizacion convencional y una
fermentacién termdfila de acondicionamiento. La base de la proteccion biol6gica
del sustrato esté en la conduccion adecuada de una fermentacion bacteriana.

La accion preservadora contra los mohos se desarrolla en el sustrato como
consecuencia de la actividad de las bacterias termofilas, las cuales consumen
carbohidratos facilmente disponibles y producen, ademas, antibiéticos contra tales
mohos. La multiplicacion de bacterias termofilas, y su efecto protector, depende en
gran manera del grado de aireacién del sustrato, el mecanismo de la selectividad
lo protagonizan bacterias del género Bacillus (B. macerans, B. subtilis, B.
mesentericus, B. polymyxa, etc.), particularmente activas y eficaces (Flick, 1982,
citado por Sanchez y Royse, 2001). El principio del tratamiento del sustrato
consiste en un control sofisticado de la sucesion microbiologica, de tal manera que
la preparacion del sustrato debe ser interrumpida, para proceder a sembrarlo, en
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el momento exacto en que se da una composicion Optima de nutrientes para
Pleurotus sp.

1.3.5 Esterilizacion quimica. Es un procedimiento de proteccién del sustrato
para Pleurotus sp., basado en la aplicacion de algunos productos quimicos de
poder fungicida durante su preparacion. Su objetivo final es obtener un
procedimiento que pueda sustituir adecuadamente al costoso y poco eficiente
sistema de tratamiento de pasteurizacion con vapor (Sanchez y Royse, 2001).

1.3.6 Fermentacién en el medio natural. Es un procedimiento de preparacion
de sustratos especificamente desarrollado en algunos paises del continente
americano (como Meéxico, Cuba, Colombia), con el fin de aprovechar algunos
subproductos agroindustriales de gran disponibilidad y que no se procesan con
facilidad con otras técnicas conocidas. Los materiales pasan por un proceso previo
de fermentacién natural. Durante la fermentacion, el pH evoluciona desde un valor
inicial de 6.0 hacia unas cifras finales ligeramente alcalinas (7.5). Este proceso de
fermentacién reduce sensiblemente el volumen de estos materiales y los
transforma en un material fisica y quimicamente homogéneo, con muy buena
estructura y consistencia. A través de la actividad microbiana, ademas, la relaciéon
carbono/nitrégeno se convierte en adecuada para el desarrollo de Pleurotus sp. y
la probabilidad de contaminaciones queda reducida. Tras esta operacion, el
material estd apto para el tratamiento de pasteurizacion ya que no precisa una
fermentaciéon (Sanchez y Royse, 2001).

1.3.7 Método de Zadrazil y Schneidereit. El sustrato se somete a una
esterilizacion con inyeccion de vapor durante cuatro horas, para mantener la
temperatura entre 70 y 80 °C, y eliminar la fauna y la flora parasita o competidora.
Posteriormente, el material se enfria hasta que llegue a una temperatura entre los
25 y los 30 °C, para ser inoculado con la semilla de siembra (Rodriguez y
Jaramillo, 2005).

1.3.8 Desinfeccién con cal agricola. Consiste en dejar en remojo el sustrato en
una caneca con una solucion de agua con cal agricola en una proporcion de 100:1
durante seis dias en sacos de polipropileno (Bonilla y Paz, 2005).

1.3.9 Meétodo de Lelley (fermentacion anaerobia). Todos los materiales para la
preparacion del sustrato son sumergidos en agua durante una semana, donde
sufren una fermentacion anaerobia por accidon de las bacterias lacticas,
principalmente cocos, presentes en forma natural. La fermentacion comienza
cuando las bacterias eliminan los azucares, impidiendo que posteriormente tenga
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lugar el desarrollo de hongos competidores como Trichoderma sp. y Penicillium
sp., lo cual facilita la accion de las enzimas de los hongos comestibles (celulasas,
polifenoloxidasas y otras mas). Posteriormente, el sustrato es asperjado
homogéneamente con una solucidon de vanodine al 0.5%, fungicida, bactericida y
viricida comercial recomendado por CENICAFE (Rodriguez y Jaramillo, 2005), y
se lleva al cuarto de siembra.

1.4 MATERIAS PRIMAS

Durante el desarrollo de las actividades agropecuarias de produccion y
transformacién mas comunes en el municipio de Piendamd, se generan grandes
cantidades de residuos, que por lo general se consideran de muy baja importancia
econdémica, como la pulpa de café, el bagazo de cafia y residuos de pasto de corte
(King Grass), pero que pueden ser utilizados como sustratos en la produccion de
hongos comestibles, logrando ingresos adicionales contribuyendo al mejoramiento
de las condiciones econdmicas de la zona.

1.4.1 Pulpa de café. Segun Zuluaga y Zambrano (1993), en el proceso del
beneficio del café se obtienen subproductos como: pulpa de café, agua del
despulpado y mucilago en los porcentajes que muestra la Gréfica 1.

Gréfica 1. Distribucién en peso de los subproductos en el beneficio del café

P

O Pulpa transportada en
agua
m Agua despulpado

B Mucilago

Fuente: Zuluaga y Zambrano, 1993.

El principal subproducto es la pulpa, que representa el 40% del peso del fruto
fresco. La produccién anual de pulpa por hectarea al afio en Colombia es de
aproximadamente dos toneladas (Rodriguez y Gomez, 2001), cuyo destino en las
explotaciones tecnificadas es la elaboracién de abonos organicos y produccion de
lombricompost, produccién de humus y biogas, caso contrario ocurre en las
explotaciones no tecnificadas donde este producto se convierte en material de
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desecho. La pulpa de café, debido a su composicion fisicoquimica (alto contenido
de fibra y de azlcares), al tiempo que demora en descomponerse y al uso que se
le da; hace que sea un material de facil contaminacion por diferentes
microorganismos como levaduras y bacterias, que segun Zuluaga y Zambrano
(1993), pueden ocasionar problemas al medio ambiente y a la salud publica,
alcanzando un 43% del total de la contaminacion producida durante el proceso de
beneficio del café como lo muestra la Grafica 2.

Gréfica 2. Capacidad contaminante de los subproductos del beneficio del café

O Pulpa transportada en
agua
m Agua despulpado

E Mucilago

Fuente: Zuluaga y Zambrano, 1993.

La pulpa de café por su contenido de fibra podria ser utilizada en la alimentacion
animal, pero por su alto contenido de lignina, que esta ligada a la celulosa, (ver
Tabla 2), forma complejos lignocelulésicos que impiden que los rumiantes puedan
utilizar la celulosa como fuente de energia.

Tabla 2. Andlisis bromatolégico pulpa de café (analisis en peso seco)

Hu N  Prot. Ceniza Fibra Grasa ELN Celulosa Hemicel Lignina
% % % % % % % % % %
7856 1.85 1158 6.68 1526 5.02 61.46 19.5 2.5 24.9

Fuente: Ferrer et al., 1995.

1.4.2 Bagazo de cafia. El bagazo es la fibra resultante de la extraccion del jugo
de la cafia prensada, se cataloga como un residuo vegetal. El bagazo que sale de
los molinos tiene aproximadamente 50% de humedad, 2 - 3% de sacarosa y 47%
de fibra (Chen, 2000), cuya proporcion depende de las condiciones de cultivo de la
cafia, y de la variedad de la misma. Tradicionalmente el bagazo se ha utilizado en
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los ingenios caferos para la generacion de energia térmica, o sea vapor y calor
mediante la combustion de este material.

Segun Chen (2000), se obtienen del bagazo algunos subproductos como pulpa,
papel, tablas de prespam y productos quimicos, ademéas de particulas que
componen los alimentos para bovinos, esto dependiendo de su composicion (ver
Tablas 3y 4).

Tabla 3. Analisis bromatologico del bagazo de cafa (% en base seca)

Hu N Prot. Ceniza Fibra Grasa ELN P K Ca Mg

% % % % % % % % % 9% o PH

885 0.29 181 1265 470 0.64 81.16 0.04 0.08 0.10 0.09 4.95

Fuente: Rodriguez y Gémez, 2001.

Tabla 4. Composicion del bagazo (% en base seca)
Hemicelulosa

Porcibn Celulosa

Alfa- (Pentosas,
celulosa arabano, galactano, Lignina Ceniza
xilano, etc.)
Entera 58.4 36.8 29.4 21.3 2.9
Fibra 61.4 38.7 30.0 20.7 2.0
Medula 54.6 32.2 29.9 21.3 4.6

Fuente: Chen, 2000.

1.4.3 Pasto King Grass. El pasto King Grass (Pennisetum hybridum) ha
demostrado gran adaptabilidad al medio colombiano, el cual posee diversos pisos
térmicos que fluctian desde la nivel del mar hasta los 2.000 msnm. Esta graminea
crece bien bajo temperaturas de 18 a 30 °C, pero su 6ptimo desarrollo lo obtiene
alrededor de los 24 °C. Resiste condiciones de sequia y humedad, comportandose
bien en suelos &cidos y de baja fertilidad, I6gicamente sus mayores rendimientos
se obtienen si las condiciones del suelo son apropiadas.

Cuando el pasto King Grass posee las condiciones Optimas de cultivo se puede
obtener una produccion de 50 a 60 ton/ha y por corte equivalente en M.S.?de 10 a
14 ton/ha, mediante cortes cada 45 a 60 dias (Bernal, 1994). Este pasto posee un

2 M.S.: materia seca
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79.6% de humedad, y un 20.4% de materia seca. En cuanto a su valor nutritivo se
hallaron valores en base seca que oscilan alrededor de los promedios que se
muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Composicién del pasto King Grass (% en base seca)

Componente Contenido (%) Componente Contenido (%)
Proteina 9.9 ELN 44.9
Fibra cruda 32.0 Cenizas 10.3
Extracto etéreo 2.9 Digestibilidad MS 48.0

Fuente: Trigos y Gémez, 2002.

1.5 MICROORGANISMOS PRESENTES EN LOS SUSTRATOS

Como los sustratos se encuentran expuestos al medio ambiente, cuentan con una
carga alta de diferentes microorganismos que en determinado momento si no se
realiza una adecuada desinfeccion del sustrato, pueden ser nocivos para el
desarrollo del hongo en su cultivo, al competir por espacio y nutrientes (Wha,
2005). La clase de microorganismos presentes en los materiales de sustrato
depende principalmente del lugar de origen de estas materias primas y del
proceso de manipulacion. Segun Sanchez y Royse (2001), entre los
microorganismos que comunmente se encuentran en los sustratos estan:
nematodos, hongos como Botryotrichum piluliferum, Sporotrichum sp, Verticillum
fungicola, Chaetomium olivaceum, Gliocladium sp, Doratomyces sp, Mucor sp,
Coprinus sp, Sclerotium sp, Badhamia sp, Ceratiomyxa sp, Chaetomium sp,
Lilliputia sp, Orbicula sp, Fimetariella sp, lodophanus sp, entre otros, y bacterias
como Pseudomonas sp.

1.5.1 Produccién de metabolitos secundarios a partir de fermentacion
aerobia. En el proceso de fermentacion ocurren cambios quimicos producidos por
la accion de las enzimas en las sustancias organicas. Esta definicion general
incluye practicamente todas las reacciones quimicas de importancia fisiolégica,
producidas por organismos como mohos, bacterias y levaduras.

Segun Axelsson (1998), citado por Zamora (2003), las bacterias acido lacticas
pertenecen al grupo de gram-positivas no esporuladas, como cocos y bacilos,
unidas por caracteristicas morfolégicas, metabdlicas y fisiolégicas comunes.
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Los productos resultantes de la fermentacion pueden alterarse significativamente
dependiendo de las condiciones de crecimiento. Estos cambios pueden atribuirse
a alguna alteracion del metabolismo del piruvato y/o el uso de un aceptor de
electrones externo como el oxigeno o componentes organicos.

1.5.2 Compuestos antimicrobianos producidos por las bacterias lacticas.
Las bacterias &cido lacticas son importantes en la industria por conceder
caracteristicas organolépticas y estructurales a los alimentos, ademas, de inhibir el
crecimiento de microorganismos no deseables, alterantes o patégenos. La
reduccion del pH y la utilizacion de los carbohidratos disponibles parece ser el
mecanismo de accion de antagonismo microbiano.

Segun Ouwehand (1998), citado por Zamora (2003), la fermentacion reduce la
cantidad de carbohidratos disponibles y produce una cadena de moléculas
organicas de bajo peso molecular que presentan actividad antimicrobiana, siendo
las mas comunes: acido lactico, acético y propiénico. No obstante, se conoce que
las bacterias lacticas producen ademas de estos &cidos, otras sustancias
antagonistas, como son el peréxido de hidrogeno, aniones superoxido, radicales
libres, diacetilo, acetaldehido, isomeros D de los aminoacidos y otros metabolitos,
que posen un efecto bacteriostatico y bactericida, frente a la microflora lactica y
no lactica.

La actividad antimicrobiana de los &cidos organicos y del pH es complementaria,
mientras que la fraccion no disociada de los &cidos organicos posee la mayor
actividad inhibidora.
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2. ANTECEDENTES

Hurtado y Paz, 1995, evaluaron la produccion del hongo Pleurotus ostreatus a
partir de esquilmos y desechos agricolas industriales (aserrin, pulpa de café, hoja
de cafa y pasto King Grass). Concluyeron, que el hongo se puede producir a gran
escala sobre pasto King Grass y hoja de cafia por sus bajos costos. Respecto a la
produccion sobre pulpa de café se presentaron inconvenientes por contaminacion
de otros microorganismos, generando la necesidad de mejorar los métodos de
esterilizacion del sustrato en futuros trabajos.

Rodriguez y Gomez, 2001, establecieron un protocolo sencillo para el cultivo del
hongo Pleurotus sp. sobre pulpa de café, con el fin de ser aplicado por los
pequefios caficultores.

Urbano, Ortiz, Astaiza, Paz, 2002, evaluaron el desarrollo del hongo Pleurotus
ostreatus bajo sustratos como: cascarilla de café, pasto de corte, vainas de arveja,
vaina de frijol y esparragos, con el fin de establecer el mejor sustrato y mejor
tratamiento de desinfeccion para la produccion de estos hongos. Los resultados
mostraron que el agua hirviendo es el método més efectivo para la desinfeccion de
sustratos, ademas que el mejor sustrato para su produccion fue la vaina de frijol,
en contraste con la cascarilla de café que presentd los méas bajos rendimientos por
su menor porcentaje de proteina.

Bonilla y Paz, 2005, realizaron dos experimentos; en el primero evaluaron la
produccion del hongo Pleurotus sajur caju en cascarilla de café y vainas de frijol, y
en el segundo evaluaron el efecto del sustrato agotado como enmienda al suelo
en el cultivo de maiz y frijol. Se empled un disefio completamente al azar 3 X 12,
donde los tratamientos fueron: T1 (sustrato 100% cascarilla de café), T2 (50%
cascarilla: 50% vainas de frijol), y T3 (75% de cascarilla: 25% vainas de frijol). El
primer experimento evalué la produccion de hongos en dos cosechas, en la
primera, T2 permiti6 aumentar la produccion en un 11% sobre T1; aunque el
analisis de varianza no mostro diferencias significativas entre estos tratamientos.
En el segundo experimento sélo se evalud el sustrato que contenia el 100% de
cascarilla como enmienda del suelo, y se determind que el sustrato al ser aplicado
rebajaba las concentraciones de materia organica, aumentaba el pH e
incrementaba la concentracion de otros elementos como Ca, Mg, K, P, entre otros.
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Rodriguez y Jaramillo, 2005, evaluaron la produccién de hongos del género
Pleurotus sp. sobre residuos agricolas en la zona cafetera tales como pulpa de
café, aserrin de tallo de café, borra de café, granos deteriorados de café, cisco de
café, bagazo de cafa, pelicula plateada de café, cascarilla de arroz y hoja de
platano; obteniendo que el sustrato de mayor rendimiento fue la mezcla de pulpa
de café con bagazo de cafa, seguido por la mezcla de borra de café con tamo de
arroz y cascarilla de arroz, pero la formulacion mas recomendada para la zona fue
la mezcla de aserrin de tallo y pulpa de café, por la alta disponibilidad, obteniendo
resultados medios de eficiencia biologica del 88.9%.
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3. METODOLOGIA

3.1 LOCALIZACION

La fase experimental de la produccion de las setas se desarroll6 en la finca Los
Andes del sefior Walter Anibal Muelas, ubicada en la vereda 11 de Noviembre del
municipio de Piendamo, Cauca. Se encuentra a una altura de 1.780 msnm, con
una precipitacion promedio de 2.026 mm al afio, una temperatura promedio de 19
°C, un brillo solar de 1.480 horas al afio y una humedad relativa del 81%>.

3.2 DISENO EXPERIMENTAL

Para llevar a cabo la evaluacion de la produccién de las setas, la investigacion se
realiz6 en dos etapas, donde la primera etapa consisti6 en evaluar el mejor
tratamiento de esterilizacion de sustratos, y con base en los resultados, la
segunda etapa donde se evalud la produccion de los setas de las orellanas en los
diferentes sustratos a base de pulpa de café.

3.2.1 Primera etapa. Se utilizé6 un disefio completamente al azar con arreglos
factoriales 4 x 4 x 3 para el proceso de esterilizacion, donde 16 fueron los
tratamientos (método de esterilizacion - sustrato) y 3 las repeticiones, para un total
de 48 unidades experimentales.

Los 16 tratamientos en los que se evalué el efecto de la esterilizacidon en
diferentes sustratos fueron:

NS1: No esterilizacién en pulpa de café

NS2: No esterilizacion en pulpa de café + bagazo de cafa

NS3: No esterilizacién en pulpa de café + pasto King Grass
NS4: No esterilizacion en pulpa de café + bagazo + pasto

QS1.: Esterilizacion quimica en pulpa de café

QS2: Esterilizacion quimica en pulpa de café + bagazo de cafa
QS3: Esterilizacion quimica en pulpa de café + pasto King Grass

% Plan de ordenamiento territorial. Piendamd, Cauca 2005. Condiciones climéaticas tomadas de la
subestacion experimental de Piendamo.
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QS4: Esterilizacion quimica en pulpa de café + bagazo + pasto

VS1: Esterilizacion con vapor de agua en pulpa de café

VS2: Esterilizacion con vapor de agua en pulpa de café + bagazo de cafia
VS3: Esterilizacion con vapor de agua en pulpa de café + pasto King Grass
VS4: Esterilizacion con vapor de agua en pulpa de café + bagazo + pasto

ESL1: Esterilizacion con agua en ebullicién en pulpa de café

ES2: Esterilizacion con agua en ebullicion en pulpa de café + bagazo de cafa
ESS3: Esterilizacion con agua en ebullicién en pulpa de café + pasto King Grass
ES4: Esterilizacion con agua en ebullicion en pulpa de café + bagazo + pasto.

La distribucion de los tratamientos y las repeticiones en el lugar del ensayo se
pueden observar en la Figura 4.

Figura 4. Disefio completamente al azar con arreglos factoriales 4 x 4 x 3
NS1 NS2 NS3 NS4 QS1 QS2 QS3 QS4 VS1 VS2 VS3 VS4 ES1 ES2 ES3 ES4

OO0O00000000000O0O
L O0/00/0/000 00 0I00I0)0l®)
=O0O000000O0O00O000O0O0O

Las unidades experimentales fueron bolsas plasticas de tres kg de sustrato con los
respectivos tratamientos, inoculadas con Pleurotus ostreatus; se ubicaron al azar
en el cuarto de produccion como se observa en la Figura 5.

Figura 5. Ubicacién de unidades experimentales en el cuarto de incubacion

Fuente: Sarasti, Muelas, Hoyos y Paz, 2008.
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Se utilizé doble bolsa por unidad experimental, la primera transparente para poder
medir el porcentaje de colonizacion y la segunda de color negro para darle
condiciones de oscuridad al hongo (ver Figura 6).

Figura 6. Empaque en doble bolsa por unidad experimental

Fuente: Sarasti, Muelas, Hoyos y Paz, 2008.

La proporcion de las materias primas para cada etapa y sustrato, se expreso en
términos de contenido de materia seca de la siguiente forma:

S1: Pulpa de café 100%

S2: Pulpa de café 50%. Bagazo de cafia 50%

S3: Pulpa de café 50%. Pasto King Grass 50%

S4: Pulpa de café 33%. Bagazo de cafia 33%. Pasto King Grass 33%.

Antes de llevar a cabo el proceso de esterilizacion, la pulpa, con un tiempo
maximo de dos dias después del proceso de despulpado del café, se fermentd en
agua durante una semana como se muestra en la Figura 7.

Esta préctica se realiz6é para eliminar gran cantidad de azucares solubles que tiene
este sustrato y asi minimizar el riesgo de una competencia entre microorganismos.
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Figura 7. Fermentacion anaerobia de la pulpa de café

Fuente: Sarasti, Muelas, Hoyos y Paz, 2008.

Durante 15 dias, luego de la fermentacion se evaluaron los tres métodos de
esterilizacion y un tratamiento testigo para determinar el mejor efecto.

3.21.1 Tratamiento sin esterilizacién (N). Se adecuaron los sustratos y se
empacaron en la bolsa plastica sin recibir un método de esterilizacion, para ser
utilizado como tratamiento testigo.

3.21.2 Esterilizacién quimica (Q). Consistié en asperjar con una bomba de
espalda un producto quimico llamado vanodine (recomendado por CENICAFE), a
una concentracion del 0.5% (5 mL de producto en 995 mL de agua), como se
puede observar en la Figura 8, y luego se empaco en las bolsas plasticas.

Figura 8. Aspersion del sustrato con vanodine

Fuente: Sarasti, Muelas, Hoyos y Paz, 2008.
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3.2.1.3 Esterilizacion con vapor de agua (V). Se realizé colocando el
sustrato en empaques de polipropileno con agujeros de 1 cm de diametro, que
posteriormente se sometieron a vapor a una temperatura de 95 °C durante dos
horas, en una parrilla sobre el recipiente que estaba generando el vapor. Estos
empaques no tenian una cobertura superior que permitiera la concentracion del
vapor, por este motivo fue necesario realizar un volteo del los empaque para lograr
una esterilizacion mas homogénea.

Figura 9. Tratamiento de esterilizacion con vapor de agua
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Fuente: Sarasti, Muelas, Hoyos y Paz, 2008.

3.214 Esterilizacién con agua en ebullicion (E). Se coloco el sustrato en
empaques de polipropileno, se sumergieron en agua en ebullicibn a una
temperatura de 95 °C, y se dejaron durante una hora.

Figura 10. Tratamiento de esterilizacion con agua en ebullicién
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Fuente: Sarasti, Muelas, Hoyos y Paz, 2008.

Terminada la esterilizacion de los sustratos, estos se inocularon con la semilla del
hongo dentro de la misma bolsa a razén del 3% del peso del sustrato (90 g de
semilla/bolsa).

46



Para el desarrollo de esta primera etapa se tuvo en cuenta:
e Variables de respuesta:

v' Grado de colonizacién y contaminacion: se tomd un patrén de medida
(cuadricula de 10 x 10 cm) que permite medir el area colonizada y
contaminada en la superficie de la bolsa (Urbano et al., 2002), y ademas, se
tomaron muestras del sustrato inoculado, para realizar cultivos
microbiolégicos (véanse Figura 11 y Figura 12), para poder determinar la
poblacion potencial de microorganismos que estaban compitiendo por el
sustrato.

Figura 11. Muestra de sustrato para el cultivo microbiol6gico
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Fuente: Sarasti, Muelas, Hoyos y Paz, 2008.

Figura 12. Cultivo microbiolégico, nUmero de colonias
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Fuente: Sarasti, Muelas, Hoyos y Paz, 2008.

Para determinar el numero de unidades formadoras de colonia por miligramo de
sustrato (UFC/mg), se realizaron cultivos microbiologicos preliminares a 24 °C de
incubacion, donde se buscé determinar la dilucién regresiva 6ptima de la muestra,
para hacer un conteo representativo que se encuentra entre 5y 300 colonias por
caja de Petri, encontrando que la mejor dilucién fue 10 , y mediante una férmula
de regresidn poblacional se encontrd el nimero de UFC/mg de sustrato.

UFC x # Diluciones x Dosis dilucion x 0.1 x _1g
Peso muestra g / (20 mL + Peso muestra g) 1000mg

v Tiempo de evaluacion: se tomaron las muestras para el -cultivo
microbiolégico y se evalué el area de contaminacion de las unidades
experimentales alos 0, 5, 9, 12 y 15 dias de aplicacion del tratamiento.

Los resultados obtenidos se analizaron estadisticamente mediante un analisis de
varianza, en funcién de escoger el mejor resultado de esterilizaciéon para cada
tratamiento. En caso que dos métodos de esterilizacion de sustratos presentaran
el mismo resultado, se procederia a escoger el método mas facil de realizar para
los agricultores.

3.2.2 Segunda etapa. Una vez identificado cual fue el mejor método de
esterilizacion de los sustratos, éste fue utilizado en esta etapa.
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3.2.2.1 Identificaciéon del mejor sustrato. Cada sustrato esterilizado se
inocul6 con la semilla del hongo Pleurotus ostreatus a razon del 3% del peso del
sustrato, y se realizé un seguimiento al desarrollo de la seta hasta la etapa de
fructificacion que duré aproximadamente 45 dias.

Para el desarrollo de esta etapa se tuvo en cuenta:

e Tipo de disefio: completamente al azar (4 x 5) donde cuatro fueron los
tratamientos y cinco las repeticiones (véase Figura 13).

e Unidad experimental: bolsas con tres kg de sustrato inoculadas con el hongo
Pleurotus ostreatus.
Figura 13. Disefio completamente al azar 4 x 5

R2 R3 R4 R5

T O OO0OO
T1: Pulpa de café.
T2 O Q Q Q O T2: Pulpa de café + Bagazo de cafia.
T3: Pulpa de café + Pasto King Grass.
T4: Pulpa de café + Bagazo de cafia +
T3 O O O O O Pasto King Grass.
nOO0O0O

Fuente: Sarasti, Muelas, Hoyos y Paz, 2008.

e Numero de unidades experimentales: cinco por cada tratamiento para un total
de 20.

Las bolsas plasticas con los diferentes tratamientos se ubicaron al azar en el
cuarto de produccion, como se puede observar en la Figura 14.

Figura 14. Ubicacion de las unidades experimentales de la segunda etapa en el
cuarto de incubacién
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Fuente: Sarasti, Muelas, Hoyos y Paz, 2008.
e Tratamientos:

T1: Pulpa de café

T2: Pulpa de café + Bagazo de cafia

T3: Pulpa de café + Pasto King Grass

T4: Pulpa de café + Bagazo de cafia + Pasto King Grass.

Cuando las unidades experimentales fueron colonizadas por el micelio del hongo
Pleurotus ostreatus, se trasladaron a un cuarto el cual esta completamente
equipado para poder brindar todas las condiciones medioambientales que se
requieren en la etapa de fructificacion.

e Variables de respuesta:

v' Colonizacion: porcentaje de colonizacién, se tomé un patron de medida
(cuadricula 10 x 10 cm) para medir el &rea colonizada en la superficie de
la bolsa.

v" Produccién: se evalu6 la produccién de setas en cada sustrato tomando
el peso de las setas obtenido en cada bolsa.
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v’ Eficiencia biolégica del peso de las setas producidas en cada sustrato.

v Tiempo de evaluacion: se evaluaron las unidades experimentales
durante 45 dias (duracién del periodo de crecimiento y produccion de las
setas).

3.3 MATERIALES

En el trabajo de investigacion se utilizé la pulpa de café (ver Figura 15), como
materia prima base para la preparacion de sustratos para el cultivo de las
orellanas. Esta pulpa se recolectd directamente en la finca Los Andes, con un
tiempo maximo de dos dias después del proceso de despulpado del café, asi
como también el bagazo de cafia y el pasto King Grass (ver Figura 15).

Figura 15. Materiales empleados en la investigacion

a b
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a: Pulpa de café c: Bagazo de cafa

b: Pasto de corte King Grass d: Semilla de Pleurotus ostreatus
Fuente: Sarasti, Muelas, Hoyos y Paz, 2008.

Estos materiales fueron seleccionados analizando sus caracteristicas
morfolégicas deseables y el estado fitosanitario del cultivo de donde provienen.

La semilla de siembra de Pleurotus ostreatus se compro en el laboratorio de
PROSETALES en Chinchina Caldas (ver Figura 15).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacién se presenta la interpretacion y discusion de los resultados
obtenidos durante las dos etapas de la investigacion.

4.1 PRIMERA ETAPA

En los tratamientos de esterilizacion quimica, agua en ebullicién y vapor de agua,
se evaluaron las siguientes variables

e Numero de unidades formadoras de colonia por miligramo de sustrato
(UFC/mg) después de la esterilizacion.

e Porcentaje de colonizacién del hongo en los diferentes sustratos.

e Porcentaje de contaminacion por otros hongos.

4.1.1 Unidades formadoras de colonia UFC por miligramo de sustrato
(UFC/mg). En la Grafica 3, se pueden observar las poblaciones promedio de los
microorganismos presentes en los sustratos después de los tratamientos de
esterilizacion.

Durante los dias evaluados el tratamiento de esterilizacion con agua en ebullicion
mostré las poblaciones mas bajas, por esta razdén se realizd la prueba “t’
comparando el promedio de UFC/mg de sustrato de este tratamiento contra los
otros tratamientos, tal como se observa en la Tabla 6.

Al comparar a través de una prueba “t” el tratamiento de agua en ebulliciéon con los
demas, se corrobordé que este tratamiento presentd el promedio mas bajo de
UFC/mg de sustrato. Lo anterior se explica, posiblemente, por la eficiencia del
método empleado, ya que las altas temperaturas penetraron hasta el interior del
sustrato, eliminando uniformemente la poblacién de bacterias mesofilas en un alto
porcentaje (Sanchez y Royse, 2001).
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Grafica 3. Unidades formadoras de colonia promedio por miligramo de sustrato
segun tratamiento de esterilizacién
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Fuente: Sarasti, Muelas, Hoyos y Paz, 2008.

Tabla 6. Prueba “t” para el promedio de UFC/mg de sustrato comparando el
tratamiento de esterilizacion con agua en ebulliciébn contra los otros tratamientos.

PruebaT EB TQ EB VP EB NT
DiaO 0.0018 0.0007 0.00069

EB: Tratamiento Ebullicién.

Dia5 0.0135 0.0536 0.00884 TQ: Tratamiento Quimico.
, VP: Tratamiento vapor de agua
Dia 9 5E-06 0.0022 0.00014 NT: No Tratamiento

Dial12 0.001 0.0052 0.00076

Dial5 0.005 0.0194 0.00142

Nivel de significancia < 0.05
Fuente: Sarasti, Muelas, Hoyos y Paz, 2008.

El tratamiento de vapor de agua no fue efectivo como el de ebullicién, debido,
posiblemente, a que el sistema con el cual se desarroll6 el proceso no fue el mas
adecuado y por lo tanto la concentracion del vapor no fue la 6ptima y sélo la parte
externa del empaque del sustrato recibié algun grado de desinfeccion, y la parte
interna del mismo quedo con una alta poblacién de bacterias.
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En el tratamiento quimico las poblaciones microbianas fueron las mas altas,
posiblemente debido a la alta humedad del sustrato (superior al 70%), adquirida al
aplicar el fungicida a éste, minutos antes de la inoculacion. La alta humedad crea
condiciones desfavorables para el 6ptimo crecimiento de Pleurotus ostreatus y
puede favorecer el desarrollo de microorganismos competidores (Roussos y
Perraund, 1996), como lo son: Trichoderma sp, Botryotrichum sp, Sporotrichum
sp, Pseudomonas sp, Chaetomium sp y Verticillium sp. (Sanchez y Royse, 2001).

4.1.2 Porcentaje de colonizacion. Una vez esterilizados y sembrados los
sustratos, se procedié a medir el porcentaje de colonizacion del micelio del hongo
en la superficie de la bolsa transparente (ver Grafica 4).

Gréfica 4. Porcentaje promedio de colonizacion de Pleurotus ostreatus por
tratamiento de esterilizacion
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Fuente: Sarasti, Muelas, Hoyos y Paz, 2008.

Los datos anteriores indican que el tratamiento con agua en ebullicibn muestra
una tendencia de colonizacion que se incrementa hasta finalizar esta etapa (véase
Figura 16), con 100 % de colonizacion del sustrato al duodécimo dia, tal como lo
muestra la Gréafica 4. Esto se explica, porque el método de desinfeccion fue mas
eficiente en el control de la poblacién de microorganismos competidores (por
nutrientes, aire y espacio), facilitando la colonizacion y adaptacion del hongo en el
sustrato (Sanchez y Royse, 2001).
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Figura 16. Colonizacion de Pleurotus ostreatus con tratamiento de esterilizacion
de agua en ebullicién

Fuente: Sarasti, Muelas, Hoyos y Paz, 2008.

Los sustratos tratados con vapor de agua, mostraron un crecimiento del micelio
s6lo hasta el noveno dia, con porcentaje promedio maximo de colonizacion de
29.2%, decreciendo hasta desaparecer (véase Grafica 4), debido, posiblemente, a
gue con el tratamiento la penetracién del vapor no fue suficiente, o el tiempo de
accion fue corto, y el sustrato no recibié una esterilizacion homogénea (el vapor
solo afectd la periferia del sustrato porque el sistema no fue el mas adecuado), la
poblacion de microorganismos presentes en el sustrato no se redujo
suficientemente, lo que conllevé a una competencia por nutrientes, que sumada a
la posible produccién de metabolitos secundarios como &cidos organicos (lactico,
acético y formico), el peréxido de hidrogeno, diacetilo, acetaldehido, isébmeros D
de los aminoacidos y otros metabolitos, como moléculas proteicas muy pequefias
y bacteriocinas, hacen que el crecimiento del hongo se detenga (dia 12) y
desaparezca totalmente (dia 15) por la degradacién de su estructura celular por
parte de los microorganismos competidores (Wha, 2005).

Con el tratamiento quimico el hongo inicié lentamente el crecimiento micelial,
alcanzando un porcentaje de colonizacion del 15.7% al dia noveno, en adelante la
colonizacion decrecié por completo hasta el dia 15 (véase Figura 17).

Esto se debe, posiblemente, a que el sustrato al ser asperjado con el producto
quimico quedé mas humedo que en los otros tratamientos (humedad mayor al
70%), dificultando, posiblemente, el intercambio gaseoso y por consiguiente la
respiracion del hongo, lo que demoré la activacion de Pleurotus ostreatus; sumado
a lo anterior, se contempla que la selectividad del hongo al sustrato, aumenta
cuando es sometido a tratamientos térmicos como la pasteurizacion, vapor de
agua y agua en ebullicién, por que en estos tratamientos se elimina gran parte de
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microorganismos competidores y antagonistas mesofilos, y sobreviven los
microorganismos termolatentes como Pseudomonas, Bacillus y Actinomicetos,
que pueden limitar la colonizacion de mohos como Trichoderma sp. que constituye
una de las causas principales por lo que la pulpa de café no es empleada a nivel
industrial (Hernandez, 2002. Citado por Velazquez et al., 2006).

Figura 17. Colonizacion de Pleurotus ostreatus con tratamiento quimico

Fuente: Sarasti, Muelas, Hoyos y Paz, 2008.

Los tratamientos térmicos limitan la microflora bacteriana, reduciendo la diversidad
de la misma, para disminuir la presencia de mohos antagonistas de Pleurotus sp.,
y manteniendo estos microorganismos termolatentes, que por su actividad
antibiética y lignocelulésica intervienen en la inhibicion del Trichoderma sp.
favoreciendo la colonizacion micelial de Pleurotus ostreatus (Guzman et al., 1993,
citado por Velazquez et al., 2006).

En el tratamiento testigo se observd que al dia quinto la colonizacion era superior
a la presentada por el tratamiento quimico, pero inferior a la de los tratamientos
térmicos; al noveno dia después de la siembra, la colonizacibn se mantuvo
constante y después decreci6é de la misma forma que con los tratamientos quimico
y vapor de agua, llegando a 0% al dia 15 (véase Grafica 4). Esto se debid
posiblemente, a que estos sustratos presentaban la mayor carga de
microorganismos competidores por las condiciones favorables de crecimiento
(nutrientes, aire y espacio), inhibiendo el desarrollo de Pleurotus ostreatus.

El andlisis de varianza (ANAVA), practicado a los datos de porcentaje de
colonizacion a los 15 dias de la esterilizacion, demuestra que existieron
diferencias significativas entre los tratamientos para la esterilizacion del sustrato
(ver Tabla 7).
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Tabla 7. Resumen ANAVA para % colonizacion al dia 15 (a = 0.05)

Fuente de Variacion GL SC CM FC FT NS
Totales 47 89.727,3

Esterilizaciéon 3 89.720,7 29.906,91 195.893,44 291 **
Sustrato 3 0,42 0,14 0,91 2,91
Repeticion 2 0,39 0,19 1,27 3,31
Sustrato x Esterilizacion 9 1,25 0,14 0,91 2,20
Error 30 4,58 0,15

Fuente: Sarasti, Muelas, Hoyos y Paz, 2008.

Para conocer estadisticamente cuél fue el mejor método, se recurrié a la prueba
de promedios de Duncan, ratificando que agua en ebullicion es el mejor método de
esterilizacion de los sustratos tal como se muestra en la Tabla 8.

Tabla 8. Prueba de promedios de Duncan (a = 0.05), para porcentaje de
colonizacion al dia 15

Tratamiento Sustrato Promedio
S1 100,0 a
Agua en S2 100,0 a
ebullicion S3 100,0 a
S4 100,0 a
S1 0,0 c
Vapor de S2 04 c
agua S3 04 c
S4 10 Db
S1 0,0 ¢
L. S2 0,0 ¢
Quimico s3 0.0 ¢
S4 0,0 c
S1 0,0 c
No S2 0,0 c
tratamiento S3 0,0 ¢
S4 0,0 ¢

Fuente: Sarasti, Muelas, Hoyos y Paz, 2008.

4.1.3 Porcentaje de contaminacion de los sustratos en la superficie de la
bolsa por otras cepas de hongos. No fue posible evaluar esta variable en
ninguna de las unidades experimentales, puesto que el indicativo porcentaje de
colonias diferentes a Pleurotus ostreatus presentes en el sustrato, no se manifesté
de forma esperada visible y cuantificable. Este comportamiento es consecuencia
del adecuado acondicionamiento del sustrato que consistié en: aplicar primero un
proceso de fermentacion anaerobia para la reduccion de la concentracion de
azucares solubles como la glucosa que son fuente energética para los
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microorganismos competidores, seguido del respectivo tratamiento de
esterilizacion; esto hizo que se redujeran las poblaciones de microorganismos
mesofilos los cuales no se presentaron en colonias en la superficie de la bolsa de
cultivo (Sanchez et al., 2007).

4.2 SEGUNDA ETAPA

Una vez identificado que el tratamiento de agua en ebullicion fue el mejor método
para esterilizar sustratos destinados al cultivo de Pleurotus ostreatus, se evalud la
colonizacion del hongo en diferentes sustratos a base de pulpa de café y su
contaminacion en la fase de incubacién, y también la respectiva produccion de
setas en dos cosechas durante la fase de fructificacion.

4.2.1 Porcentaje de colonizacion. En esta segunda etapa la colonizacion de los
sustratos por el micelio de Pleurotus ostreatus fue mas rapida que la presentada
por el mismo tratamiento en la primera etapa, y se obtuvieron los resultados que
se presentan en la Grafica 5.

Gréfica 5. Porcentaje de colonizacion de Pleurotus ostreatus
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Fuente: Sarasti, Muelas, Hoyos y Paz, 2008.

Segun la Gréfica 5, puede verse que al quinto dia después de la siembra los
porcentajes de colonizacion estaban entre el 50 y el 80%, superando ampliamente
los porcentajes de la primera etapa de esta investigacion; al dia nueve después de
la siembra todos los sustratos estaban al 100% de colonizacién, debido a que
aplicando la esterilizacion con agua en ebullicion, el sustrato adquiere las mejores
condiciones para la produccion de Pleurotus ostreatus.
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Se realizé un analisis de varianza con los datos obtenidos al quinto dia después
de la siembra, cuando el micelio de este hongo estaba en pleno crecimiento sin
llegar a colonizar al 100% los sustratos (ver Tabla 9), arrojando diferencias
significativas entre estos.

Tabla 9. Resumen ANAVA para porcentaje de colonizacion de sustratos al dia
cinco (a = 0.05)

Fuente GL SC CM fc ft NS
Totales 19 83833,03
Tratamiento 3 81097,38 27032,46 158,10 3,24 **
Error 16 2735,65 170,98

Fuente: Sarasti, Muelas, Hoyos y Paz, 2008.

La prueba de promedios de Duncan que se muestra en la Tabla 10 permitio
establecer que el tratamiento T1 (pulpa de café) al dia quinto, fue el mejor sustrato
para la colonizacion del micelio de Pleurotus ostreatus, y los otro tres tratamientos
no presentaron diferencias entre si. Este comportamiento fue similar al de la
primera etapa con el tratamiento de esterilizacion de agua en ebullicion.

Tabla 10. Prueba de promedios de Duncan (a = 0.05), para porcentaje de
colonizacion de sustratos al dia cinco

Tratamiento Promedio

T1 79,3a
T2 63,9b
T3 52,5b
T4 55,8b

Fuente: Sarasti, Muelas, Hoyos y Paz, 2008.

Esto se presentd posiblemente porque en el sustrato de pulpa de café a pesar de
que tuvo una fermentacion anaerobia durante una semana, hay una mayor
concentracion de azUcares que en las otras mezclas, razén por la cual el hongo
encontré alimento facilmente disponible y se pudo adaptar mas rapido en este
sustrato.

4.2.2 Produccion de setas. Esta variable fue evaluada en dos cosechas, segun
el peso de las setas obtenidas durante el tiempo de la evaluacion.
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4221 Primera cosecha. Esta cosecha se realizo a los 22 dias después de
la siembra, permitiendo obtener datos de peso de los cuerpos fructiferos del
hongo, presentados en la Grafica 6.

Grafica 6. Peso promedio (g) de las setas en la primera cosecha
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Fuente: Sarasti, Muelas, Hoyos y Paz, 2008.

El tratamiento T3 fue el sustrato que presentd la mayor produccion de setas en
esta primera cosecha (385 g), seguido del tratamiento T2 (322 g). El tratamiento
T1 present6 los valores de produccion mas bajos (258 g).

En la Figura 18 se muestra el cuarto de fructificacion, y en la Figura 19 se
observan los cuerpos fructiferos obtenidos en esta cosecha.

Figura 18. Cuarto de Fructificacidbn de Pleurotus ostreatus

Fuente: Sarasti, Muelas, Hoyos y Paz, 2008.
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Fuente: Sarasti, Muelas, Hoyos y Paz, 2008.

4.2.2.2 Segunda cosecha. Esta cosecha se realiz6 a los 35 dias después
de la siembra. El peso de la produccion de cuerpos fructiferos del hongo obtenido
en los diferentes sustratos se presenta en la Grafica 7.

En esta cosecha el peso de las setas fue menor al obtenido en la primera
cosecha, pero el sustrato que presentd la mayor produccion es el tratamiento T4

(262 g), seguido del tratamiento T2 (243 g).

Grafica 7. Peso promedio (g) de las setas en la segunda cosecha
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Fuente: Sarasti, Muelas, Hoyos y Paz, 2008.
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4.2.2.3 Produccion total. El peso de la produccion total de las setas de
Pleurotus ostreatus obtenidos en dos cosechas se presenta en la Grafica 8.

Grafica 8. Peso promedio (g) de las setas en las dos cosechas
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Fuente: Sarasti, Muelas, Hoyos y Paz, 2008.

En la Tabla 11, se presenta el peso de las setas de Pleurotus ostreatus con cada
uno de los tratamientos, durante las dos cosechas, y la respectiva produccion
total.

Tabla 11. Peso (g) de las setas en las dos cosechas y la produccion total

Tratamiento Primera Segunda Produccion
Cosecha cosecha total
T1 258 160 418
T2 3224 2434 565,8
T3 385 216,2 601,2
T4 273,4 262,4 535,8

Fuente: Sarasti, Muelas, Hoyos y Paz, 2008.

Como se puede ver en la Tabla 11, existieron diferencias en la produccion de
setas entre una cosecha y otra, estas diferencias en el rendimiento se pueden
observar, de forma porcentual sobre la produccién total, en la Grafica 9.
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Grafica 9. Participacion porcentual de las cosechas en la produccion total de cada
tratamiento
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Fuente: Sarasti, Muelas, Hoyos y Paz, 2008.

Esta diferencia en los valores de produccion entre la primera y la segunda
cosecha se presentd, posiblemente, porque las mezclas de sustratos presentan
diferente composicion fisicoquimica, la cual hace que la disponibilidad de los
nutrientes necesarios para el crecimiento y desarrollo del hongo Pleurotus
ostreatus se de en distintos grados, sumado a esto también se debe considerar el
agotamiento de las mismas (Rodriguez y Jaramillo, 2005).

Como se pudo observar el sustrato que mostré mayor produccion en la primera
cosecha es el tratamiento T3 (pulpa de café con pasto de corte), y en la segunda
cosecha no presentd este mismo comportamiento pues su produccién solo fue
mayor que la obtenida con el tratamiento T1 (pulpa de café). Esto se debe
posiblemente, porque ésta es la mezcla con la relacion carbono nitrgeno mas
baja, y que, por su alto contenido de fibra (celulosa y hemicelulosa) y bajo
contenido de lignina, hace que los hongos puedan aprovechar rapidamente los
nutrientes y agotarlos en poco tiempo, a diferencia del tratamiento T1, el cual tiene
una relacion carbono nitrégeno similar a la mezcla anterior, pero por su alto
contenido en lignina, dificulta el aprovechamiento de sus nutrientes (Rodriguez y
Jaramillo, 2005).

En la Tabla 12 se presentan los datos de produccién de setas por unidad
experimental (bolsa de 3 kg) para cada tratamiento, y su respectivo valor por kg de
sustrato.
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Tabla 12. Produccion de setas (g) por unidad experimental para cada tratamiento y
por kg de sustrato

Tratamiento  Produccion total ~ Produccion por
por bolsade 3 kg kg de sustrato

T1 418 139.3
T2 565,8 188.6
T3 601,2 200.4
T4 535,8 178.6

Fuente: Sarasti, Muelas, Hoyos y Paz, 2008.

El peso de la produccién de las setas obtenidas en las dos cosechas, en los
diferentes tratamientos (véase Tabla 12), como es el caso del T3, que
corresponde a pulpa de café con pasto de corte, donde se obtuvieron 200 gramos
de seta por kilogramo de sustrato, es similar a los datos obtenidos por Urbano et
al., (2002), donde por cada kg de sustrato de vaina de frijol, cosecharon 247
gramos de setas, y superior a los pesos obtenidos por Bonilla y Paz (2005), donde
por cada kilogramo de sustrato de cascarilla de café obtuvieron 66.05 g de setas y
71.9 g en cascarilla de café con vaina de frijol.

El andlisis de varianza con los datos del peso de las setas de la produccion total,
el cual se presenta en la Tabla 13, indic6 que existieron diferencias significativas
(a =0.05) entre los sustratos.

Tabla 13. Resumen ANAVA para peso total (g) de las setas (a = 0.05)

FUENTE GL SC CM fc ft NS
Totales 19 5751999,80
Tratamiento 3 5716353,40 1905451,13 855,27 3,24 *
Error 16 35646,40 2227,90

Fuente: Sarasti, Muelas, Hoyos y Paz, 2008.

La prueba de promedios de Duncan (a = 0.05), la cual se presenta en la Tabla 14,
mostro que entre los tratamientos T2, T3 y T4 que corresponden a las mezclas de
los sustratos no existe diferencia en la produccion de setas, y que éstas fueron
mejores que el tratamiento T1 que corresponde a la pulpa de café sola.
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Tabla 14. Prueba de promedios de Duncan (a = 0.05), para peso total (g) de las
setas

Tratamiento  Calificacion

T1 418b

T2 565,8a
T3 601,2a
T4 535,8a

Fuente: Sarasti, Muelas, Hoyos y Paz, 2008.

4.2.3 Eficiencia bioldgica. Esta variable permite ver el potencial biolégico de los
sustratos para la produccion de hongos. En la Gréfica 10 se presenta la eficiencia
biolégica obtenida en la produccion de Pleurotus ostreatus para los diferentes
tratamientos evaluados.

Gréfica 10. Eficiencia biologica (%) de los tratamientos en la produccion de setas
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Fuente: Sarasti, Muelas, Hoyos y Paz, 2008.

La mayor eficiencia bioldgica se logré en el tratamiento T3, seguida por T2, luego
T4 y la de menor eficiencia fue T1 que corresponde a el sustrato de pulpa de café
sola.

La eficiencia bioldgica media de la pulpa de café obtenida en este trabajo fue del
46.4%, y es similar a la obtenida por Rodriguez y Gémez (2001), que fue del
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51.3%, aclarando que ellos realizaron cuatro cosechas por ciclo productivo y en
este trabajo solo se realizaron dos cosechas, lo cual indica una buena produccién
de setas en esta investigacion.

4.2.4 Composicion nutricional del sustrato agotado de hongo (SAH). A
continuacion en la Tabla 15, se presentan los resultados del andlisis proximal
realizado al SAH en la produccion de Pleurotus ostreatus; y se hace una
comparacion con la composicion tedrica inicial de cada material analizando el por
gué se presentan variantes o similitudes.

Tabla 15. Analisis proximal al sustrato agotado del hongo SAH (% en base seca)

T1 T2 T3 T4
Parametro  |nicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final
1 2 1,3 2 1,4 2 1,3,4 2

Humedad 70 83.37 70 73.78 70 78.78 70 73.51
Proteina 1156 15.06 6.69 3.94 10.75 8.44 7.75 5.00
Fibra 15.26  17.77 31.21 1834 23.63 3453 3147 32.34
Grasa 5.02 0.36 2.83 0.2 3.96 0.36 2.85 0.61
Cenizas 6.68 8.52 9.67 11.83 8.49 10.64 9.88 11.89
ELN* 61.48 58.29 49.60 65.69 53.17 46.03 48.05 50.16
Nitrégeno 1.85 2.41 1.07 0.63 1.72 1.35 1.24 0.8
Carbono 429 2464 416 2735 421 2845 415 28.73

Relacion C/N  23.19 10.22 38.88 4341 2448 21.07 3347 35091

Fuente: ' Ferrer et al., 1995.
? Sarasti, Muelas, Hoyos y Paz, 2008.
®Chen, 2000.
*Trigos y Gémez, 2002.
* Extracto libre de nitrégeno.

e En el sustrato agotado del tratamiento T1 que corresponde a pulpa de café, se
observa un incremento en el contenido de proteina, posiblemente porgue no
fue extraida en su totalidad por los cuerpos fructiferos, ya que de este sustrato
se obtuvo la mas baja produccion, quedando el micelio en el SAH; ademas,
como su contenido de fibra inicial fue muy bajo, el tiempo de incubacion del
hongo Pleurotus ostreatus fue corto, y como éste es un hongo saprofito y
lignoceluldlitico, utilizd principalmente como fuente de energia la alta cantidad
de carbohidratos solubles o no estructurales (ELN) de la pulpa de café para su
crecimiento y desarrollo micelial, bajando el porcentaje de estos vy
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concentrando el porcentaje de fibra en el SAH (Rajarathnam, 1989, citado por
Schmidt et al., 2003).

El contenido de carbono bajé de un 42.9% a un 24.6%, debido a que este
sustrato tiene gran cantidad de carbohidratos solubles (monosacaridos) como
glucosa, sacarosa, ribosa, y xilosa (Murray et al., 1998), que, en parte, se
perdieron en los lixiviados del proceso de fermentacion anaerobia para la
adecuacion del sustrato, y otra parte el hongo Pleurotus ostreatus la utilizd
rapidamente para su crecimiento, tal como se puede observar en la velocidad
de colonizacion en las dos etapas de esta investigacion; por lo tanto el proceso
de respiracion del hongo aumento, liberando gran cantidad de CO, y H,0.

El incremento en el contenido de cenizas en el SAH de todos los tratamientos
se debe a las pérdidas de compuestos solubles durante la fase de
fermentacién del sustrato y a las pérdidas de materia seca de éste durante la
fase de respiracion del hongo, que hacen que los valores de estos parametros
se concentren (Rajarathnam, 1991., Rodriguez y Jaramillo, 2005).

Como consecuencia del consumo de carbono del sustrato, usado en la
respiracion y en el metabolismo para la produccién de las setas por parte del
hongo Pleurotus ostreatus y al aumento de nitrdgeno en el SAH, la relacion
carbono nitrégeno disminuyé considerablemente, lo que representa una
pérdida de materia organica por la descomposicién del sustrato (Restrepo,
1999., citado por Rodriguez y Jaramillo, 2005).

En el sustrato agotado del tratamiento T2 que corresponde a la mezcla de
pulpa de café con bagazo de cafia, se observa que el porcentaje de proteina
del SAH bajé pasando de 6.69 a 3.94, debido, posiblemente, a que por la baja
concentracion de carbohidratos no estructurales de esta mezcla, el hongo
utiliza los nutrientes disponibles para su crecimiento y desarrollo micelial,
consumiendo la proteina, la fibra y la grasa del sustrato en la produccion de
setas (Rajarathnam, 1989, citado por Schmidt et al., 2003), esto se ve
representado en que de este sustrato se obtuvo la segunda mejor produccion.

Como el carbono y el nitrégeno fueron utilizados por el hongo en la formacion
de las setas, la relacion C/N aumentd pasando de 38.88 a 43.41, caso
contrario a lo que sucedi6 en el tratamiento T1 donde la relacion C/N bajo de
23.19 a 10.22.
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e En el sustrato agotado del tratamiento T3, compuesto por la mezcla de pulpa
de café con pasto de corte, la proteina bajé en menor proporcién que con el
tratamiento T2, pasando de 10.75 a 8.44%, y asi mismo el extracto libre de
nitrégeno (ELN), pasé de 53.17 a 46.03%, debido, posiblemente, a que estos
elementos fueron usados para el desarrollo y la produccion de las setas,
obteniendo la mas alta produccién de cuerpos fructiferos de los tres sustratos,
y como la fibra de la pulpa es menos disponible, el hongo no la pudo utilizar
concentrandola en el SAH; observando lo anterior y teniendo en cuenta la alta
liberacion de carbono, la relacion C/N también baj6, pasando de 24.48 a
21.07%.

e Como el tratamiento T4 es la mezcla de pulpa de café con bagazo de cafia y
pasto de corte King Grass, se obtiene un sustrato mas homogéneo alto en fibra
procedente del bagazo, y alto en carbohidratos no estructurales procedentes
de la pulpa de café y del pasto; en el SAH se observa un leve incremento en la
proporcion de fibra porque el hongo consumio en su desarrollo y produccion la
fibra del bagazo y del pasto, concentrando la fibra de la pulpa de café que es la
menos disponible; asi mismo, el contenido de carbohidratos no estructurales
también aumentd levemente su proporcibn como consecuencia del
desdoblamiento de la fibra de estos materiales, sin decir de esta forma que
estos materiales aumentaron en cantidad, ya que como se observa, el
consumo de carbono en la respiracion y en la produccion de las setas es alto,
pasando de 41.5 a 28.73%.

4.2.5 Uso potencial del sustrato agotado de hongos SAH. El cultivo de
hongos comestibles como Pleurotus ostreatus ademas de la produccion de setas
frescas, presenta otras alternativas como la reduccion de los residuos
agroindustriales, disminucién en la contaminacion ambiental y la produccién de
SAH que por su composicion bromatolégica puede ser utilizado como sustrato
para la produccién de otras setas tales como Agaricus bisporus (champifion),
alimentacion de rumiantes y preparacion de abonos organicos

En el primer caso donde el SAH puede ser utilizado como sustrato para la
produccion de Agaricus bisporus (champifidn), se debe a que la composicion del
SAH de los sustratos T1 y T3, se acerca a los requerimientos del champifién que
estan alrededor de: N: 2.05%. Cenizas: 27% y relacion C/N: 19.

Para el caso donde el SAH se propone para la alimentacion de rumiantes, se
basa en estudios realizados anteriormente por otros autores como: Lozano,
Herrera y Saldafia, citados por Rodriguez y Jaramillo (2005), quienes reportan que
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por la alta concentracion de proteina del SAH este puede ser incluido en la dieta
de los rumiantes hasta 10/kg de SAH diarios, sin que se presenten intoxicaciones
en los animales y mejorando la produccion de las vacas lecheras en un 12% con
respecto a la produccién antes del tratamiento.

Para el uso del SAH como fertilizante para plantas, los SAH de los tratamientos
T2 y T4 no son recomendados debido al que los materiales todavia no han sido
degradados completamente por el hongo, ya que presentan una alta relacién de
C/N y por lo tanto los compuestos todavia no estan disponibles, pero se pueden
emplear en la alimentacion de lombrices; en el caso de los tratamientos T1 y T3
que presentan una relaciéon C/N cercana a 20, si se recomiendan para el uso
como abono organico, por estar ya la fibra degradada por la accion de las enzimas
lignoceluldliticas (Rodriguez y Jaramillo, 2005).
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5. CONCLUSIONES

Los métodos de esterilizacion de sustrato que implican un tratamiento térmico
como agua en ebullicion y vapor de agua, fueron mas eficientes en un 431% y
63.53% respectivamente en comparacion con el tratamiento quimico, debido a que
con estos se disminuye la flora bacteriana del sustrato; ademas, se obtiene una
selectividad del mismo, donde la cepa de Pleurotus ostreatus puede crecer con
mayor facilidad, colonizando al 100% el sustrato al dia 10 de incubacion.

Los sustratos ricos en fibra y en carbohidratos no estructurales como la mezcla de
pulpa de café con pasto de corte, son mas apropiados para el cultivo Pleurotus
ostreatus, ya que este hongo puede aprovechar de forma mas eficiente los
nutrientes para su crecimiento y desarrollo, obteniendo producciones de 200 g de
cuerpos fructiferos por kg de sustrato.

El cultivo de Pleurotus ostreatus es una buena alternativa que pueden usar los
caficultores para disminuir los residuos contaminantes en su explotacion
agropecuaria; ademas, para obtener setas que pueden usar para su alimentacion,
0 para la venta, generando ingresos marginales en su explotacion.

El sustrato agotado por el hongo Pleurotus ostreatus puede ser usado en
diferentes campos como la alimentacion de rumiantes, sustrato para el cultivo de
champifién, lombricompost, y como abono al suelo, luego de hacerle un proceso
de composteo para reducir la materia organica del sustrato.
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6. RECOMENDACIONES

Para la realizacibn de posteriores trabajos de investigacion se sugieren las
siguientes recomendaciones, resultantes de la evaluacion del anterior trabajo.

Evaluar, para bolsas con la misma cantidad de sustrato, el método de
esterilizacion con vapor de agua por un tiempo mayor a dos horas para lograr una
desinfeccibn mas drastica en el sustrato, y con el método de esterilizacion
quimico, escurrir el sustrato luego de la aplicacion del producto, para disminuir su
contenido de humedad.

Evaluar mezclas de subproductos de cosecha, como sustratos para la produccion
de setas de Pleurotus sp. debido a que éstas mejoran las caracteristicas fisicas y
quimicas de los sustratos, favoreciendo la colonizacion y posterior producciéon de
setas, en comparacion con los sustratos compuestos por una sola materia prima.

Evaluar el SAH empleandolo como sustrato en el cultivo de champifiones
(Agaricus bisporus), en dietas para rumiantes para determinar el limite de
inclusion, y para la utilizacion como abono organico dejar compostarlo para reducir
la relacion C/N.
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ANEXOS



Anexo A. Numero de UFC/mg de sustrato fresco

Tratamiento Sustrato Dia 0 Dia 5 Dia 9 Dia 12 Dia 15

S1 11.8 13.1 12.5 12.7 8.3
No S2 9.0 9.2 12.5 13.8 8.5
tratamiento S3 10.5 10.6 11.0 11.0 55
34 9.7 13.7 12.6 13.8 8.5
S1 7.9 6.4 7.3 7.7 9.9
Quimico S2 8.4 9.4 7.4 8.8 6.5
S3 8.0 5.8 7.4 7.7 6.0
34 5.5 5.3 7.1 7.8 54
S1 4.1 6.4 4.4 54 4.8
Vapor de S2 4.5 5.5 4.7 5.7 2.2
agua S3 4.1 5.3 5.2 5.2 3.6
S4 3.7 5.0 5.0 5.8 6.4
S1 2.7 2.3 3.7 4.1 0.6
Agua en S2 3.0 4.9 3.6 3.9 1.0
ebullicion S3 3.1 4.6 3.8 4.5 0.9
S4 2.5 2.8 3.6 4.3 0.7

Anexo B. Porcentaje promedio de colonizacion por tratamiento de esterilizacion

Tratamiento Sustrato Dia 0 Dia 5 Dia 9 Dia 12 Dia 15

S1 0,0 45 3,7 0,0 0,0
No S2 0,0 53 3,0 0,1 0,0
tratamiento S3 0,0 3,5 8,0 0,0 0,0
S4 0,0 3,6 16,3 0,1 0,0
S1 0,0 1,0 2,5 0,3 0,0
Quimico S2 0,0 3,9 12,0 0,0 0,0
S3 0,0 2,8 14,0 0,0 0,0
S4 0,0 3,1 15,7 0,7 0,0
S1 0,0 4.6 4,2 0,1 0,0
Vapor de S2 0,0 8,6 38,3 13,5 0,4
agua S3 0,0 3,7 35,8 6,8 0,4
S4 0,0 4,7 38,3 8,8 1,0
S1 0,0 8,5 95,0 100,0 100,0
Agua en S2 0,0 6,3 95,0 100,0 100,0
ebulliciéon S3 0,0 53 93,3 100,0 100,0
S4 0,0 54 93,3 100,0 100,0

Anexo C. Porcentaje de colonizacion de Pleurotus ostreatus en la segunda etapa

Tratamiento Dia O Dia 5 Dia 9 Dia 12 Dia 15
T1 0 79,3 100 100 100
T2 0 63,9 100 100 100
T3 0 52,5 100 100 100
T4 0 55,7 100 100 100
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Anexo D. Peso (g) de las setas en la primera cosecha

Tratamiento R1 R2 R3 R4 R5 Promedio
T1 250 295 235 230 280 258
T2 260 300 320 392 340 322
T3 410 410 435 380 290 385
T4 322 265 230 280 270 273

Anexo E. Peso (g) de las setas en la segunda cosecha

Tratamiento R1 R2 R3 R4 R5 Promedio
T1 150 200 110 210 130 160
T2 350 230 240 187 210 243
T3 220 200 200 260 201 216
T4 250 260 302 280 220 262

Anexo F. Peso (g) de las setas en las dos cosechas

Tratamiento R1 R2 R3 R4 R5 Promedio
T1 400 495 345 440 410 418
T2 610 530 560 579 550 566
T3 630 610 635 640 491 601
T4 572 525 532 560 490 536

Anexo G. Participacion porcentual de las cosechas en la produccién total de cada
tratamiento

Tratamiento Primera cosecha Segunda cosecha

% %
T1 62 38
T2 57 43
T3 64 36
T4 51 49

Anexo H. Eficiencia biologica (%) de los tratamientos en la produccion de setas

Tratamiento R1 R2 R3 R4 R5 Promedio
T1 44.4 55,0 38,3 48,9 45,6 46,4
T2 67,8 58,9 62,2 64,3 61,1 62,9
T3 70,0 67,8 70,6 71,1 54,6 66,8
T4 63,6 58,3 59,1 62,2 54,4 59,5
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