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RESUMEN

La pulpa de café ha sido sugerida por varios investigadores como un
buen sustrato para el desarrollo de hongos comestibles.

En la presente investigacidn, se tratd de encontrar el mejor método
para eliminar los compuestos téxicos de la pulpa, como cafeina y polife-
noles. De los tres tratamientos aplicados, el lavar cinco veces con
agua a 80°C fue el que di6 mejores resultados ya aue se obtuvo un por-
centaje menor de compuestos toxicos.

Seis cepas de hongos comestibles se utilizaron: Coprinus fimentarius

Fr., Pleurotus cornuconiae (Paul ex Fr.) Gill., Pleurotus flahellatus

(Berk & Br.) Sacc., Pleurotus ostreatus (Jacg. ex Fr.) Kummer., Pleurotus

sajor-caju (Fr.) Singer y Volvariella volvacea.
De ellas, Pleurotus flabellatus fue la que se desarrollo mejor, vy

produjo cuerpos fructiferos en aproximadamente un mes y medio.



INTRODUCCION

Al principio de la vida humana sobre la tierra, a causa de su ni-
mero reducido, el Hombre contaba con infinidad de recursos naturales pa-
ra su subsistencia. Posteriormente la pbblacion aumentd y con ello se
redujeron los recursos disponibles. Es por esta razdon que cualquier ac-
cion o trabajo que el ser humano realice hoy, se hace tan notorio y re-
percute en todos los demas seres de la tierra.

Si el hombre no quiere autodestruirse y destruir la tierra, tiene
que buscar un equilibrio con su ambijente. Debe procurar que el proceso
de desarrollo sea un medio para progresar y no para perjudicar 6 elimi-
nar ecosistemas naturales.

Hacen falta estudios cientificos y tecnoldgicos tendientes a deter-
minar el uso potencial de la tierra, el mejor aprovechamiento de los di-
versos recursos de la naturaleza y las posibles medidas para convertir
los residuos en nuevos recursos.

Algunas veces, como lo expresa Repossi (1979) las innovaciones cien-
tificas o técnicas, mds o menos relevantes, se presentan como un Jano
Bifronte, con dos rostros. Por un lado proporcionan ganancias o adelan-
tos, pero por otro, a veces, proyocan destruccion 6 contaminacion del *
ambiente.

Muchos cientificos creen que la produccidon intensiva de hongos co-
mestibles podria ayudar a solucionar, en parte, el problema del hambre
mundial. A la vez, esta produccidn actla como una de las posibles alter-
nativas para emplear desechos vegetales como sustrato, ya que los hongos,
al ser heterdotrofos, necesitan materiales ya elaborados para nutrirse,

En América Central uno de los cultivos de mds importancia economi-
ca es el café. Pero su procesamiento inicial tiene un inconveniente, y
es que produce grandes cantidades de pulpa. Este residuo se utiliza so-
lo en pequenas proporciones como abono y el resto se convierte en agente
contaminante de terrenos y rios.




La presente investigacidon tiene como propdsito 1legar a determinar
cudl especie de hongo comestible crece en este sustrato, en las mejores
condiciones de desarrollo, lo cudl pueda significar que se obtengan pro-
ducciones a bajo costo econdomico y, a la vez, se reciclen nutrimentos que
existen en el residuo de la pulpa de café y disminuya el problema de la
contaminacion. '



IT. ANTECEDENTES

E1 término hongo (del latin "fungus", seta o excrecencia de la tie-
rra) fue dado por primera vez por Tournefort en 1694 (Guzmin, 1983).

E1 estudio sistemdtico de los hongos cuenta solamente con 250 afios,
pero las manifestaciones de este grupo de organismos han sido conocidas
por el hombre desde hace miles de afios (Alexopoulos, 1976). Los primeros
indicios de conocimientos micoldgicos referentes a las enfermedades de
las plantas se encuentran ya en "Veda" (1200 A.C.) (Paccioni, 1982).

E1 médico griego Hipdcrates (460-377 A.C.) conocia y utilizaba los
hongos como medicina (Nonis, 1982). Los datos relativos a los efectos
de los hongos venenosos constituyen el argumento de un epigrama de Euri-
pides (450 A.C. aprox.) (Paccioni, 1982).

Por su parte, Teofrasto (372-286 A.C.) discipulo de Platén y de
Aristoteles, en sus obras: "La historia de las plantas" y "lLas causas de
las plantas", definid a las setas como vegetales imperfectos, sin raices,
sin hojas, sin flores y sin frutos (Nonis, 1982, 1984),

Ateneo (I y II siglo), en su obra "Dipnosophistai", es decir “"Ban-
quete de los sofistas", nos dice que para cultivar las setas hay que en-
terrar estiércol al pie de las higueras y mantener el terreno himedos
(Nonis, 1984).

Plinio el Viejo (23-79 D.C.) naturalista romano, en la enciclope-
dia que tituld "Naturalis historias libri XXXVII", dicta normas para dis-
tinguir los hongos comestibles de los venenosos, y cita como comestibles
los hongos Fistulina hepatica (Huds.) Fr., Lepiota procera Scop. ex Fr,

y Terfezia leonis (Tulasne) Tulasne (Nonis, 1982, 1984).
De Dioscorides Pedanio, médico griego del siglo I, aprendemos a cu-

rar los intoxicados por hongos o los indigestos con hongos comestibles,
con enemas de agua salada (Nonis, 1982). _

E1 médico Claudio Galio (129-201 D.C.), en su obra "De alimentarum
facultativus" declara comestibles las oronjas y los boletus, y préactica-
mente venenosos a todos los demds (Nonis, 1984).

E1 médico fildsofo persa Ibn Sind, conocido bajo el nombre de




Avicena (979-1037), asegura que todos los hongos verdes son venenosos, 10
que no es cierto, por mas que la mortifera Amanita phalloides (Fr.) Quélet.

sea verde o verdosa.

San Alberto Magno (1193-1280 D.C.) menciona que una Amanita mata
moscas, por lo que sera 1lamada muscarina, y dicta normas para defender-
se de su veneno (Nonis, 1982, 1984). ‘

Ernesto Barbaro, abogado veneciano, habla de la posibilidad de cul-
tivar el hongo Agrocybe aegerita (Brig.) Sing., al sembrarlo en troncos
de &lamos que se mantienen himedos.

Pedro-Andrés Mattioli (1500-1577), en su obra "Commentarii in Peda-
nii Dioscoridis Anazarbei de materia medica", afirma por primera vez que

las setas que se vuelvuen azules son venenosas. Y declara que todas las
setas lignicolas son comestibles; lo cual no es cierto.

E1 primer tratado de micologia sistematica se debe al médico Andrés
Cesalpinio (1519-1603). En el describe varios géneros y especies de hon-
gos. Ulises Aldrovandi (1522-1605) en su "Historia natural" alargd la
lista dada por Cesalpinio,

Con el "Opusculum de tuberibus" del médico Alfonso Ciccarelli (1532-
1585) la micologia sigue progresando, E1 autor relne todas las notas po-
pulares y cientificas sobre las trufas, incluida la forma de cultivarlas
y de cocinarlas (Nonis, 1984). ' _

Del francés Clusius (Charles de L' Ecluse, 1525-1609), aparece la é
primera monografia micoldégica, ya que &1 se dedicd al estudio de las se-
tas de Hungria. Describe e ilustra 105 especies; declara 44 especies co-
mestibles y 61 téxicas (Nonis, 1982, 1984).

Notable impulso tuvo la micologia gracias al cientifico sueco Lineo
(Carl von Linné, 1707-1778), autor de mds de doscientas obras de botdnica
sistemdtica y descriptiva. A &l se le debe la introduccidon de la nomen-
clatura binomial (Nonis, 1982),

Con el descubrimiento del microscopio 1os estudios se intensifican.
Gracias a este instrumento, el florentino Pier' Antonio Micheli (1679-
1737) demuestra que las setas se reproducen por semillas microscOpicas,
las esporas. A &1 se debe el cultivo de hongos a partir de esporas (No-

nis, 1982, 1984).



También gracias al microscopio, se descubren los ascos por Hedwig
(1730-1799) y luego los basidios por Léveille (1837), 1o que permitira
clasificar las setas en ascomicetes y basidiomicetes (Nonis, 1984),

E1 fundador de la micologia moderna es el holandés Christian Persoon
(1755-1837). En su obra "Synopsis methodica fungorum" &1 perfecciona la
clasificacidn cientifica de los hongos. Define, sobre todo para los gas-
terales, la nomenclatura binémica dada por Lineo.

Elias Fries (1794-1878) destacado micélogo sueco, estudid los tra-
bajos de sus predecesores y localizd algunos millares de especies bajo
nomenclatura hasta entonces heterdclita (irregular o extrafia). Clasificd
los hongos de acuerdo al color de las masas de esporas y formuld los prin-
cipios fundamentales de 1a micologia. Su obra se titula "Systema mycolo-
gicum" y es considerada por los mic6logos como el punto de partida, (1 de
enero de 1821), para la nomenclatura de los hongos superiores, excepto
para los gasterales, para los que se continda empleando la clasificacidn
dada por Persoon (Acuerdo del Congreso Botdnico de Sidney, 1981) (Nonis,
1982, 1984).

Merecen citarse algunos grandes micdlogos como son: el francés L.
Quélet (1832-1899), N. Patouillard (1854-1926) y los italianos Pier Andrea
Saccardo (1845-1920), autor de "Syloge Fungorum omnium huscusque congni-
torum y Monsefor Giacomo Bresadola (1847-1929). E1 sistema friesiano fue_
aceptado casi integramente por este estudioso, en su obra "Iconographia
mycologica", dada en 24 volumenes (Nonis, 1982).

En el mundo existe una enorme cantidad de hongos, los Gltimos cal-
culos dan una cifra de 200.000 especies (Guzmdn, 1981). De esta gran can-
tidad de hongos que hay a nuestro alrededor, sélo se han estudiado y ex-
plotado unas cuantas especies,

E1 término hongo se emplea para designar a ciertos organismos mi-
croscopicos y/o macroscopicos que viven sobre materia organica (Guzmén,
1981). Los bidlogos emplean este vocablo para incluir a organismos con
nicleo, portadores de esporas, con células sin cloroplastos por lo que
son aclor6filos, por 1o general se reproducen sexual y asexualmente.



No poseen tallo, hojas, raiz o un sistema vascular desarrollado y son he-
terdtrofos, saprofitos o pardsitos (Alexopoulos, 1976; Font Quer, 1982).

Los hongos son organismos que nos afectan de muchas formas. Unos
causan enfermedades a plantas, animales y al hombre; otros son responsa-
bles de 1la descomponsicidn de 1a materia orgdnica. Algunos géneros nos
favorecen, ya que se utilizan en la produccién de medicinas, como la pe-
nicilina (Alexopoulos, 1976). Otros se emplean en procesos industriales
de fermentacidn en los que se preparan vinos, cerveza, pan y quesos.
Muchos otros son consumidos como rico alimento.

E1 consumir hongos comestibles es una préctica antigua. Los roma-
nos conocieron algunos hongos gue clasificaban como excelente comida, co-
mo el hongo Amanita caesarea (Scop. ex Fr,) Grev., al que llamaron "Bole-

tus" y que era servido en los banquetes imperiales. También gustaron de
los Boletus a los gue denominaban "Suillus" y de las trufas a las gue non-
braban como "Tuber" (Argueta, 1983), :

Los mayas también los conocian y empleaban como alimento y medici-
na, prueba de ellos son los hongos piedra que se supone utilizaban para
el culto de los hongos (Guzmén, 1983).

Los hongos comestibles presentan menos proteinas que la carne y el
pescado, pero se comparan favorablemente con 12 mayoria de los vegetales
frescos en cuanto a contenido proteinico y porgue constituyen una buena
fuente de vitaminas Yy minerales. Entre las vitaminas estan: tiamina,
riboflavina, niacina, biotina y zcido ascorbico (U.S.A.I1.D., 1972; Farr,
1983).

Los hongos comestibles se agrupan en dos secciones: 1os hongos CO-
mestibles silvestres O naturales y los que son cultivados por el hombre.

Los hongos comestibles silvestres juegan un papel jmportante en el
drea de Mesoamérica, principalmente en las tierras altas, correspondien-
tes a extensiones con bosques de pino y encino. A11i los indigenas se
alimentan y comercian con ellos.




Como se anotd antes, los hongos son aclorofilos, por 10 que no pue-
den realjzar la fotosintesis y producir sus propios alimentos, ya que no
pueden asimilar el carbono del anhidrido carbonico (COZ) presente en el
aire y utilizarlo con el agua para formar glucosa, almidon y celulosa.
Estos organismos deben obtener el carbono necesario para constituir sus
tejidos a partir de sustancias orgdnicas (Nonis, 1982). Por esto es que
deben vivir sobre diversos materiales orgdanicos vivos o muertos, segin
el caso, pero que ya estan elaborados. Los necesita para descomponerlos
y extraer carbohidratos en cualquier forma - preferibiemente glucosa, sa-
carosa y maltosa. Ademds, obtener compuestos inorgdanicos nitrogenados
para sintetizar sus proteinas y vitaminas (Alexopoulos, 1976; Guzman,
1981).

La caracteristica de requerir material ya preparado es 1o gque se
aprovecha a la hora de cultivar hongos comestibles, al utilizar desperdi-
cios como sustrato. Generalmente estos materiales son residuos de otros
procesos bioldgicos, por 1o que son de bajo costo y facil obtencidn.
Entre los mads utilizados estdn pajas de cerea1e§ como arroz y trigo, ho-
jas de banano o té, ramas de palma de aceite, olotes de maiz, residuos de
madera o papel, excremento de pollos o caballos, cdscaras de semilla de
algodén y otros materiales vegetales (Chang, et al., 1982; Farr, 1983).

Antes de plantearse esta alternativa, muchos de estos desperdicios
agricolas se botaban o se quemaban. El auemarlos no es una buena solu-
cidén, ya que lo dnico que se hace es transformar los residuos sdlidos en
gaseosos y con esto solo se agrava la contaminacion atmosférica (Repossi,
1979). La otra solucidén, o sea el botarlos, planteaba el problema del
espacio, la descomposicion y la contaminacidon del lugar.

E1 flujo de energia en un ecosistema, en el cual se da movimiento
de sustancias orgénicas y minerales, se produce del medio ambiente a los
organismos productores y consumidores; después los descomponedores o sea
los hongos y las bacterias, reintegran estos elementos al medio ambiente.

Por ello, una de las ventajas de cultivar hongos sobre residuos or-
ginicos es que @stos son removidos, aprovechados y reintegrados al eco-
sistema (Zadrazil et al., 1983).



E1 sustrato en que se planea hacer crecer un hongo comestible debe
presentar ciertas caracteristicas fisicas, quimicas y bioldgicas, que fa-
ciliten el desarrollo fungal.

Entre los compuestos quimicos debe contar con ciertos polimeros na-
turales tales como: celulosa, lignina, hemicelulosa, algunos aziicares,
amino acidos, nitrégeno, proteinas y otros componentes minerales (Francia,
s.f.; Chang et al., 1982).

Su estructura fisica debe ser suelta, porosa Yy de textura simple,
para que se pueda efectuar el intercambio de gases entre el sustrato y el
medio ambiente, y, ademds, para que las hifas puedan penetrar con facili-
dad. ET material debe presentar un alto grado de retencidn de humedad,
ya que los cuerpos fructiferos constan de 90% de agua.

Una vez seleccionado el posible material, debe ser esterilizado pa-
ra que quede libre de microorganismos como larvas de insectos, &caros,
gusanos o esporas de otros hongos, ya que &stos pueden actuar como compe-
tidores por los nutrimentos o pueden contaminar el sustrato (.5 A 1.0,
1972; Francia, s.f.). ,

Entre los cultivos de hongos, el mds antiguo no es el conocido cham-

pifidn, sino el "Shiitake" (hongo roble) o sea Lentinus edodes (Berk.) Sing.,

que se ha cultivado durante 2.000 afios. Crece en &reas tropicales de pai-
ses asiaticos como Japdén, China y Corea (Zadrazil y Grabbe, 1983). Es
un hongo lignicola, por lo cual se cultiva sobre troncos de madera, es-
pecialmente de Quercus serrata Thumb. y Quercus acusissima Carruth. (Ito,
1978 citado por Farr, 1983).

Los antiguos griegos y romanos cultivaron el hongo 1lamado "seta

del chopo" (Agrocybe aegerita); ellos esparcian polvo de la corteza del
arbol del género Populus, tambi&n conocido como chopo sobre un suelo ri-
co en humus. Hoy se cortan discos de los troncos de este arbol Yy se co-
locan sobre ellos trozos de laminillas del hongo (Nonis, 1982).

En el mundo hay unas quince o mds especies de hongos, agrupadas en
varios géneros, que son cultivadas comercialmente a gran escala (Chang y
Hayes, 1978). En el Hemisferio Occidental, el cultivo de los hongos
cuenta con aproximadamente 400 afios (Christensen, 1964).
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Filipinas en 1935 (Quimio, 1981). También se cultiva en Madagascar, In-
donesia y Malasia.
Con relacidn a este cultivo, Quimio (1981) anota que en un estudio

sobre las necesidades nutricionales de VYolvariella volvacea, se 11ego a

la conclusidon de que este hongo crece mejor en un medio de cultivo elabo-
rado a base de jugo de manzana, y presenta un buen desarrollo sobre 1los
sustratos de paja de arroz, hojas de ipil-ipil (leguminosa de zonas tro-
picales y subtropicales, como Filipinas y el norte de Australia), peda-
zos de papel, polvo de coco y "palote” u hojas de banano.

Zadrazil y Kurtzman (1982) declaran que Pleurotus ostreatus (Jacg.
ex Fr.) Kummer, P. sajor-caju (Fr.) Sing., P. flabellatus (Berk & Br.)
Sacc., P. cornucopiae (Paul ex Fr.) Gill., P. sapidus (Schulzer) Kalchbr.
y otras especies viven en la naturaleza sobre madera muerta como sapro-

fitos y descomponedores primarios.
E1 género Pleurotus ostreatus, se cultiva desde principios de siglo

en pequefia escala en Europa y en la actualidad sobre todo en Italia, Hun-
gria, Alemania, Europa Oriental y Asia (Morales, 1976; Zadrazil, 1982).

En 1980, Macaya-Lizano, de acuerdo con los resultados de sus inves-
tigaciones, indica que es posible realizar en Costa Rica un cultivo arte-
sanal de P. ostreatus y especies afines, empleando como medio de cultivo
materiales de desecho como aserrin, bagazo de cafa, paja o granza de arroz*
y desechos de madera.

Chang, et al., 1981 indicaron que es posible cultivar el hongo
Pleurotus sajor-caju utilizando como sustrato desechos de algodon, los

cuales son utilizados por el hongo para obtener un alto contenido de pro-
teinas.

En ese mismo afio (1981) Platt, et al., presentaron un trabajo sobre
los medios de cultivo mas rdapidos para el desarrollo de las especies de
Pleurotus. En &1 anotan que dichas especies mostraron un alto grado de
'crecimiento, en un sustrato formado a base de grano de sorgo.

En 1982, Morales realizd cultivos de Agaricus bisporus junto con
A. bitorquis (Quélet.) Sacc., Pleurotus flabellatus, P. sajor-caju vy




Algunos de los hongos cultivados son: 1las trufas (Tuber ssp.), cul-
tivadas en Francia; el género Clitocybe se cultiva en el sur de ltalia.
Stropharia rugosoannulata Farlow ex Murr., se cultiva en Alemania, y en

Austria se estidn perfeccionsndo los métodos de cultive de 7os  frengos

Boletus edulis Bulliard ex Fr. y Lepiota procera (Argueta, 1983).

ET género Agaricus bisporus (Lange) Imbach., es cultivado en todo

el mundo con buenos resultados. En 1707, el francés Tournefort publicéd
un método para su cultivo y fue aplicado por dos siglos. E1 cultivo de
este hongo, conocido como "Champifién", comenzé en subterrdneos y canteras
en los alrededores de Paris y se empleaba como sustrato estiércol de ca-
ballo y paja, como se hace hoy dia (U.S.A.I.D., 1972). Este cultivo se
puede hacer al aire libre; no obstante, se prefiere cultivarlo en lugares
cerrados, en los que es mds facil conservar la humedad, la temperatura y

la ventilacidn necesarias. E1 estiércol de caballo que se empiea  como

sustrato, es un material rico en lignina, y para su utilizacién ha de es-
tar maduro, es decir, haber superado el estado de fermentacién. Se con-

sidera que la fermentacidon ha concluido cuando no se detecta amoniaco 1i-
bre en el sustrato y el pH baja de 8.0-8.5 a 7.0-7.5; ademas el material

debe ser casi inodoro, o sea no detectarse olores rancios (indicadores de
restos de fermentacidn anaerébica). Durante la fermentacidn y después de
ésta, el material se debe revolver para tener una mezcla homogénea (Leal,
s.f.; Nonis, 1982).

Este cultivo se practicdé por muchos afios en Francia e Inglaterra y
no fue sino hasta fines del siglo XIX cuando se introdujo en los Estados
Unidos (U.S.A.I.D., 1972).

En México se ha cultivado el champifion a escala comercial desde ha-
ce veinte afos (Martinez et al., 1984).

En Costa Rica se inicid el cultivo de Agaricus bisporus en 1970 y

.en 1975 11egd a una produccidon de 4 millones de 1ibras al afo.

Volvariella volvacea (Bull. ex Fr.) Singer, conocida como el hongo

de 1a paja, es muy popular en China, Filipinas y también en Asia. Su cul-
tivo comenzd en China en el siglo XVIII y después fue introducida en
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P. ostreatus "Florida". Para producirlos se empled como medio de cultivo
mezclas de paja de trigo, pulpa de café, cascabillo de café (pergamino,
Anexo N. 2) y citronella (Cymbopogon nardus (L.) Rendle. Los mejores re-
sultados se presentaron en los agregados de paja de trigo y pulpa de ca-

fé y en la de citronella con paja de trigo.
Bisht y Harsh, en 1984 senalaron que en una mezcla de Lantana camara

L. con desechos de papel, se podia cultivar el hongo Pleurotus ostreatus

con buenos resultados.

Martinez, et al. (1984) indican que es posible cultivar P. ostrea-
tus sobre pulpa de café y de esta manera, obtener paralelamente a la pro-
duccion de hongos comestibles, un alimento no convencional para animales.

Aunque se han realizado numerosos estudios, alin queda mucho por
indagar, sobre todo lo concerniente a la comestibilidad de los hongos y
a la utilizacion de diferentes residuos vegetales como sustrato. Ademds
determinar cuales son los mads aptos para el buen desarrollo de los hongos.

Entre los materiales disponibles y posibles de seleccionar, se sus-
tenta la idea de utilizar la pulpa de café como sustrato en el cultivo de
hongos comestibles.

En Centro América el cultivo de café (Coffea arabiga iL.) es uno de

los que tiene mayor importancia econdmica, ya que es una fuente de divi-
sas y de trabajo.

E1 fruto del café se puede procesar de dos formas: por el método
seco y el himedo. En el medio Centroamericano y en Colombia el mas co-
minmente utilizado es el realizado por la via himeda (De Ledn, 1980).

En Costa Rica el 90% de los beneficios 1o procesan de esta forma (Mora,
1981).
Por via himeda se obtienen dos tipos de sub-productos:

a- desechos 1iquidos: aguas del despulpe y de la fermentacion,

; Estas aguas van a los rios y aumentan el contenido de sustan-
cias orgdnicas, que al descomponerse matan la flora y fauna
acuaticas.

b- residuos sdlidos: pulpa, mucilago y pergamino (ver esquema del
fruto, Anexo N. 2). Los residuos son un medio favorable para

PRI RI PAEREY THeTY T Xy e Teaara e wrw
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el desarrollo de la mosca comin y de varios artropodos.

La pulpa, que es el residuo que nos interesa en esta investigacion,
y que se conoce también como broza del café&, representa un 40% del peso
del café cereza. Esto equivale a decir que, de cada 100 kg de fruta de
café se obtienen alrededor de 40 Kg de pulpa fresca (Alvarez, 1982).

En el afio cafetalero 1980-81 se produjo en Costa Rica aproximada-
mente 175 mil toneladas de pulpa de café (Alvarez, 1982); en 1985 se in-
formbé que la produccidn nacional de café fue de 450.000 toneladas métri-
cas, de las que se aprovecha escasamente un 15% (Hernandez, 1985).

E1 problema mds notorio que se presenta con la pulpa de café son
las grandes cantidades que se producen en cada cosecha (Ver cuadro, Anexo
N. 3), y la realidad es que se aprovecha en cantidades infimas, compara-
das con las miles de toneladas producidas.

A la vez, el alto contenido de humedad, 76%, seglin la literatura,
dificulta su manejo, almacenamiento o eliminacidn rdpida y econdmica.

Por ello, este residuo generalmente se acumula y se descompone, convir-
tiéndose en un contaminante.

Mora (1981) realizd una encuesta en 32 beneficios de café en Costa
Rica y declara que la prdactica mds comin es amontonar la pulpa de café y
rociarla con insecticida y larvicida. Este procedimiento no es el mas
recomendable, ya que las moscas se adaptan a los pesticidas y lo {nico
que se logra es contaminar el &rea con pulpa descompuesta y sustancias
quimicas,

Por éstas y otras muchas razones, desde hace varios afos, se han
realizado estudios sobre posibles empleos de este material, ya que si se
le utiliza adecuadamente, deja de ocupar espacio en los beneficios y de
contaminar los rios y el ambiente en general.

E1 mayor &nfasis en las investigaciones realizadas hasta el momen-
to ha sido la utilizacion de la pulpa de café como alimento animal, para
‘aprovechar su composicidon quimica y su gran disponibilidad (Rodriguez,
1973; Rubio y Pineda, 1973; Murillo, et al., 1975; Morales, 1976; Bressa-
ni, 1979 y Mora, 1981).
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Posteriormente se han planteado otras alternativas, una de ellas es
la que se presenta en este trabajo, es decir, emplear la pulpa como sus-
trato en la produccion de hongos comestibles, aiin cuando de antemano se
sabe que antes de utilizarla debe ser tratada para extraerle compuestos
toxicos como la cafeina. Este alcaloide, como lo declara Ficher (citado
por Arriola, 1972), posee una constitucidon comin de purina: C5H4N402.

Se deriba de la purina denominada xantina, o sea, es un alcaloide del ti-
po purina métf]ada, cuya denominacibén quimica es: 1,3,7 Trimetilxantina
(Arriola, 1972; Bressani, 1979; Von Borstel, 1983).

H-—Iiln————-(lim{) CHs— 'Ic=o
H
C=0 C— N\ (=0 (—— 3
| | CH | [ CH
H—N C N CHs—N C N
Xantina (purina) Cafeina (1,3,7 Trimetilxantina)

La cafeina es moderadamente soluble en agua, adin asi, tambi&n es
hidrofdobica, aunque pasa fdcilmente a través de las membranas biolégicas,
probablemente la mayor parte por difusidon pasiva (Von Borstel, 1983).

Otros compuestos téxicos existentes en la pulpa de café son los fe-
noles Tibres o mondmeros, dcidos clorogénico, caféico y tanico y los fe-
noles poliméricos, es decir, taninos hidrolizables y los condensados (Bre-
ssani, 1979). Uno de los principales componentes de estos compuestos fe-
nélicos, denominados polifenoles, es el dcido clorogénico que esta forma-
do por un radical de acido caféico y uno de dcido quinico (Morales, 1976).
Su formula es:

Acido Clorogénico
OH COOH
0 OH

OH CH=CH—C—0 OH

OH



Con respecto a Tlos polifenoles, el acido clorogénico concretamente
tiene una actividad antigénica y alergénica (Bariana y col., 1965; cita-
do por Morales, 1976). Lla caracteristica mds importante de los taninos
es probablemente su capacidad de ligar proteina, haciéndolas inaccesibles
al organismo; también pueden actuar como inhibidores enzimdticos (Bre-
ssani, 1979).

Estos compuestos téxicos no sélo afectan el desarrollo normal del
micelio y del cuerpo fructifero del hongo, sino que influyen en una posi-
ble utilizacién de 1a mezcla de pulpa de café-micelio, como alimento ani-
mal, después de la produccién de hongos comestibles,

Algunos de los efectos fisiolégicos adversos observados en animales
alimentados con pulpa de café son: lesiones dérmicas, ampollas en las
patas, hemorragias, aumento de la excrecién de orina, balance de nitrége-
no bajo, nivel de glucosa sanguinea bajo, digestibilidad de la proteina
baja, inhibicidn de la accidn de 1a tiamina, irritacién, nerviosismo y
otros (Bressani, 1979).

Como los animales que se alimenten con pulpa de café, a corto o lar-
go plazo pasardn a ser alimento humano, se debe tomar en cuenta qué efec-
tos puede causar la cafeina, ya que ésta se acumula en los tejidos. En-
tre algunos de los efectos que provoca este alcaloide en el ser humano
estdn: falta de suefio, estado de alerta, ansiedad apacible, estimulacidn
respiratoria, efectos cardiovasculares, diuresis y aumento de 1a secre-
cidn gastrica, tensidn muscular, convulsiones, disturbios cardiovascula-
res como la taquicardia y en altas concentraciones puede provocar la muer-
te (Von Borstel, 1983),

Con la finalidad de determinar cudles hongos comestibles presentan
las mejores condiciones para adaptarse y crecer sobre la pulpa, y obte-
ner el método mis adecuado para la extraccion de compuestos toéxicos, y
la esterilizacion de la pulpa de café que se va a emplear como sustrato
en el cultivo de dichos hongos, se realizé este proyecto en el Institu-
to Centroamericano de Investigacion y Tecnologia Industrial (ICAITI),
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con sede en Guatemala, y se completd en la Escuela de Biologia de la Uni-
versidad de Costa Rica.

Esta investigacidn se efectud en tres etapas y tuvo una duracion
aproximada de 16 meses.

O
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ITI. JUSTIFICACIONES

La falta de alimento de bajo costo en el mundo, incita a investigar
la utilizacién de materiales de desechos vegetales y obtener de ellos
nutrimentos.

Conforme se extiende el cultivo del café, aumenta el volumen de pul-
pa producida por afio. Se le debe buscar una utilizacion productiva
y réapida para evitar la contaminacién ambiental.

>

Como no existen muchos estudios de produccién de hongos comestibles
que empleen la pulpa de café como sustrato, es necesario realizar en-
sayos con diferentes cepas para determinar cudl de ellas se adapta
mejor.

La pulpa de café posee altos porcentajes de compuestos toéxicos como

la cafeina y polifenoles. Estos pueden afectar la formacién del mi-
celio dicariético y la formacién de Tos cuerpos fructiferos, por ello,
se deben detectar y perfeccionar los mejores tratamientos de extrac-
Cibn y esterilizacion.
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IV. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Obtener el mejor tratamiento que se le debe aplicar a la pulpa
de café, para liberarla de los compuestos téxicos y para simplificar
su estructura, antes de usarla como sustrato para el crecimiento de
los hongos comestibles. A su vez, determinar cudl o cuiles cepas
presentan mejores caracteristicas que les permitan adaptarse y cre-
cer en un sustrato hecho a base de pulpa de café.

-

OBJETIVOS ESPECIFICOS

a- Seleccionar las mejores condiciones para la preparacion del ind-
culo en el laboratorio.

b- Determinar la concentracion de cafeina que perjudica la forma-
cion del cuerpo fructifero del hongo.

bl b it ki
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1.2 Medio de cultivo para ensayos con cafeina

Se formuld en base al medio usado en los ensayos anteriores, o sea
PDA al 2%. A este medio se le adiciond diferentes concentraciones de ca-
feina (0.10, 0.15, 0.20, 0.25, 0.30, 0.35 y 0.40%). Se l1levaron a cabo
dos ensayos paralelos, en uno se agregd la cafeina antes y al otro des-
pués de autoclavar, para comprobar si este alcaloide no se degrada al es-
terilizar en autoclave el medio.

1.3 Medio selectivo para eliminar contaminacién

Para contrarrestar el problema de contaminacion, se utilizd el me-
dio recomendado por Maloy (1974), a base de benomil pero modificado (Ane-
o # 5).

1.4 Sustratos
Los sustratos sobre los que se desarrollaron las cepas de hongos
comestibles fueron:

-Grano de Sorgo (Incremento del indculo)
-Pulpa de Café tratada

2. CONDICIONES DE CULTIVO EN LABQORATORIO Y PREPARACION DEL INOCULO

2,1 Seleccidn de las Cepas de Hongos

Con el propbsito de obtener los hongos mds adecuados, se realizd
una escogencia entre las cepas de la coleccién del ICAITI. Esta pre-se-
Teccidn se bas6é en la velocidad de crecimiento sobre un medio de cultivo

®
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(PDA), y se determiné trabajar en la fase I con los siguientes hongos:
Coprinus fimentarius, Pleurotus cornucopiae, P. flabellatus y Volvariella
volvacea. En la fase II del proyecto se decidid trabajar Gnicamente con:
Pleurotus flabellatus, P. ostreatus y Volvariella volvacea, pues las otras
dos cepas no dieron resultados satisfactorios. Para la prueba de creci-
miento en un medio con cafeina, se utilizaron: Pleurotus flabellatus y
Volvariella volvacea; ademds, se trabajd con una cepa proveniente de Ale-
mania, del género Pleurotus sajor-caju.

Todo ensayo se realizd por duplicado; en Guatemala los trabajos de
laboratorio se hicieron en una campana de flujo laminar, y en Costa Rica
en un cuarto de siembra estéril. Todo ésto como medidas de prevencion
contra la contaminacidn por hongos del ambiente.

2,2 Mantenimiento de Cepas

Las cepas se mantuvieron en tubos de ensayo con PDA, a temperatura

ambiente (20-22°C) y en presencia de luz natural.
Duplicados de cada hongo se mantuvieron en refrigeracion.

2.3 Crecimiento micelial en cajas de Petri

Una vez que se desarrol1d el micelio en los tubos de ensayo, se
prepard mas medio y se alistaron seis cajas de Petri por hongo, las cua-
Tes fueron inoculadas en el centro. Después se sellaron los bordes con
cinta adhesiva, para prevenir la contaminacidn y pérdida de humedad en
los cultivos que se incubaron a sus correspondientes temperaturas dptimas.

Para tener una idea de algunos de los requerimientos de los hongos
con' que se trabajb, se consultd la literatura y se obtuvieron los siguien-
tes datos sobre temperatura y humedad (ver cuadro # 2).
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Cuadro 2. Informacidn sobre 1la temperatura optima y el ambito de hume-
dad necesarias para los hongos con que se trabajo.

HONGOS Temperatura 6ptima (°C)  Humedad (%)
Especies de Pleurotus 28-30 ' 70-80
Coprinus fimentarius 35-40 80-90
Volvariella volvacea 30-35 70-80

Chang et al., 1978

2.4 Determinacidn del tiempo de crecimiento micelial

Para determinar el tiempo (en d7as) que tardaban las cepas en cre-
cer en el medio de cultivo PDA, se procedid a sembrar los hongos en cajas
de Petri y se expusieron a diferentes condiciones ambientales.

2.4.1 Ensayos a temperatura ambiente

Doce ensayos por hongo se colocaron a temperatura ambiental (20-

22°C). La mitad de las cajas de esta prueba se pusieron en la oscuridad
y la otra mitad en luz natural,

2.4.2 Ensayos a temperatura controlada

, Las seis cajas por cepa se inocularon y posteriormente se 1incubaron
en la oscuridad a las temperaturas optimas, segin el hongo (Cuadro # 4

2.4.3 Medicidn del crecimiento micelial

A las cepas que presentaron mejor respuesta en su desarrollo EiceIia],
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se les practicd un seguimiento del crecimiento vegetativo diariamente du-
rante una semana. La medicidon se hizo con una regla graduada en centime-
tros.

2.5 Aumento del indculo en PDA

Una vez determinados los parametros y el tiempo requerido para el
optimo crecimiento del micelio en cajas de Petri, se procedid a aumentar
el indculo, para continuar la fase de crecimiento en grano de sorgo.

Se prepararon seis cajas de Petri con PDA por cepa de hongo, se ino-
cularon e incubaron a sus temperaturas Optimas.

2.6 Incremento del indculo en Sorgo

La fase de crecimiento en sorgo tiene como objetivo aumentar el ind-
culo y a la vez, contar con un material de facil manejo a la hora de mez-
clarlo con la pulpa de cafeé.

E1 sorgo debe ser lavado y secado en horno de aire forzado a 60-
80°C, hasta obtener una humedad de 2-5% (determinada con una lampara de
Ohaus). ET1 secado tiene la finalidad de poder almacenar el grano hasta
gue se le requiera, sin peligro de contaminacidn.

Cuando el micelio cubrid totalmente el medio de las cajas de Petri
(métodos, seccidn 2.5), se procedid a preparar cinco frascos de (20 X 8.5
cm) con sorgo por cepa de hongo.

Se pesaron 225 gm de sorgo seco, mas 4 gm de carbonato de calcio
(que regula el pH) y se adiciond 180 ml de agua destilada por frasco, des-
pués se taparon con papel de aluminio y la tapadera metdlica y se esteri-
*1izaron a 121°C durante 30 minutos. Al salir de la autoclave, se puso
una tela sobre el borde de una mesa y alli se golpearon suavemente 1los
frascos, para aflojar los granos,

Se inocularon con 3 cm2 del medio procedente de las cajas de Petri
(métodos, seccidn 2.5). Luego se dejaron reposar durante cinco dias a
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Tubo con PDA, inclinado Replicacion a mds tubos con PDA

Tubo con micelio Placa de Petri con
inoculada con 1 c¢m

2Agar'.PDA,

I —

Placa de Petri con micelio Frascos con 225 gm de sorgo, 4 gm
de carbonato de calcio y 180 ml
de agua destilada. Inoculados con
3 cm

Fig. # 1
Esquema de la elaboracidn del inbculo
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temperatura ambiente, en posicidn horizontal, ya que asi presentaron ma-
yor superficie de crecimiento. Una vez transcurrido este tiempo, se agi-
to cada uno de los frascos para que se distribuyera el micelio en todo
el grano de sorgo. Se dejaron en reposo tres semanas o hasta que todo el
sorgo estuviera invadido por el micelio (Figura # 1).

3. PREPARACION Y MANEJO DEL SUSTRATO

A 1a pulpa se le practicd tres diferentes tratamientos para la ex-
traccion de compuestos toxicos como cafeina y polifenoles. Y a la vez las
lavadas con agua caliente la esterilizaron.

Se tomaron muestras tanto del material fresco, como de la pulpa de
café obtenida en cada uno de los pasos de Tos diferentes tratamientos pa-
ra un analisis posterior.

3.1 Primer Tratamiento

La pulpa de café se prensd una vez con la ayuda de una prensa de tor--
nillo sin fin; se le practicaron cinco lavadas con agua a 80°C y luego se
prensd una segunda vez. Se colocd la pulpa en bandejas Yy se secd en hor-
no de aire forzado a 70°C por 16 horas.

3.2 Segundo Tratamiento

Consistid en prensar la pulpa de café, después colocarla en un reci-
piente y lavarla sélo una vez con agua a 80°C, manteniéndola en agitacion
constante durante 30 min. Posteriormente se drend, se prensd y se secé
en horno.
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3.3 Tercer Tratamiento

La pulpa de café fresca se depositd en bolsas plasticas de 24X36 cm,
se cerraron y se les dejé ensilar durante tres semanas (ver definicidn de
ensilaje, Anexo # 1). En este tiempo no se abrieron ni se movieron, a pe-
sar de que se inflaron por la liberacién de gases.

Para obtener el pH se escogid una bolsa al azar, se tomo la muestra
y se apartd. E1 pH debe ser cercano a 4 o sea dcido, valor caracteristi-
co de la pulpa ensilada.

R1 cumplirse el periodo de ensilaje, la pulpa de café se prensé, se
lavd una vez con agitacion (similar al II tratamiento, seccidn 3.2) y des-
pués se prensd por segunda vez. Se secé en horno.

3.4 Fumigacidn del cuarto de incubacién

Cuatro dias antes de preparar las bolsas con pulpa e inocularlas,
se procedid a fumigar el cuarto en que se incubaron.

Para un cuarto de 2.5 X 2.0 m se colocaron 70 ml de agua y 70 ml de
formaldehido al 38%. En una gaza dobe se colocaron 70 gm de permanganato
de potasio. Una vez en el cuarto, se puso el beaker en el centro de &1 y
se dejo caer la gaza dentro. Se cerrd el cuarto por dos dias, pues los
vapores son toxicos; luego se dejd ventilar por otros dos dias.

3.5 Preparacion de la Pulpa de Café en bolsas plasticas

Cuando el micelio habifa crecido totalmente sobre el sorgo, en los
frascos (métodos, seccion 2.6), se procedi6 a empacar la pulpa de café en
bolsas plasticas de 24 X 36 cm,

3.5.1 Pulpa del Primer Tratamiento (I Fase del Proyecto)

La pulpa del primer tratamiento (métodos, seccién 3.1), que estaba

L
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seca, se colocd en un recipiente y alli se le agregd suficiente agua.
Luego se dejd drenar el excedente.
Se pesd 5 Kg de la pulpa himeda para cada bolsa plastica.

3.5.2 Pulpa del Segundo y Tercer Tratamiento (II Fase del Proyecto)

En esta fase se varié el protocolo al agregar el agua medida, o sea,
s6lo la que absorba la pulpa que estd seca. Para ello se tomd un kilo de
pulpa seca y se le adiciond agua destilada, hasta obtener el volumenn re-
querido, sin excedentes. E1 volumen fue de 3 litros.

Para cada bolsa pldastica, tanto del segundo como del tercer trata-
miento (métodos, secciones 3.2 y 3.3), se pesd un kilo de pulpa seca, y
se Te agregé Tos 3 litros de agua destilada. Se obtuvo al final 4 kilos
de pulpa himeda por bolsa.

3.5.3 Ensayo con Urea

Con el fin de saber si la urea puede usarse como fuente de nitroge-
no, ya que cuenta con 46% de nitrdégeno (Bokenfohr, 1974), se hicieron en-
sayos en los que se agregd 20 gm de urea a los 3 litros de agua, con los
cuales se humedecié la pulpa (seccidn 3.5.2).

Una vez Tistas las bolsas con la pulpa himeda, se procedid a inocu-
larlas. Se mezcld con la pulpa de cada bolsa el contenido de un frasco
con sorgo y micelio (métodos, seccidn 2.6). Se cerraron las bolsas para
permitir que se concentrara el bidxido de carbono (COZ), cuya concentra-
cion en la atmosfera circundante, influye directamente sobre el desarro-
11o vegetativo del hongo. Se incubaron los cultivos en la oscuridad a
28°C, con sistema de ventilacidn constante.

Cuando el bloque de pulpa estuvo totalmente cubierto por el micelio,
mds o menos a las 3 semanas, se abrieron las bolsas Yy se recortaron un

-
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poco para dejar una mayor superficie expuesta para la fructificacién.

Se regd con agua destilada dos veces al dia. En la parte inferior de las

bolsas, se abrieron agujeros para que drenara el excedente de agua.
Solamente en la etapa de fructificacidn se les proporciond luz a

Tos cultivos. A unos, luz artificial, y d otros, luz natural.

4. PRUEBA CON UN MEDIO AL QUE SE ADICIONA CAFEINA

En uno de los ensayos de cultivo de hongos comestibles sobre pulpa
de café (II tratamiento, métodos seccién 3.2), se presentd malformacidn
de los cuerpos fructiferos. Martinez, et al., 1984, comentan que se sos-
pecha que la cafeina puede actuar como agente mutagénico, por lo tanto se
intentd determinar a qué concentracién este alcaloide inducia la formacidn
de carpéforos amorfos. :

Para ello se prepard medio de cultivo PDA y se hicieron ensayos en
Tos que se adicionaron diferentes concentraciones de cafeina (métodos,

seccion 1.2). Se dejaron cultivos testigos libres del alcaloide.

5. METODOS ANALITICOS

Con el fin de obtener datos de la utilizacidn del sustrato por el
hongo, se practicaron andlisis a la pulpa de café. Otros fueron realiza-
dos para determinar cual tratamiento era mds recomendable para eliminar
1cs compuestos téxicos.

La composicion quimica de la pulpa de café y las variantes presen-
tadas, seglin los tratamientos aplicados, se determinaron de acuerdo a:

5.1 Contenido de Humedad

Se pesaron 5 gm de la muestra en una capsula de aluminio (previa-
o
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mente tarada y secada por 30 min a 105°C), y se colocd en un horno a 105°C
por 24 horas. Después de transcurrido este tiempo, se sacé la capsula y

se colocd en una desecadora mientras enfriaba. EI contenido de humedad

se calculd por diferencia de peso de la muestra antes y después del seca-

do, al 1levar la muestra a peso constante.

5.2 Nitrégeno Total fue determinado por el Método Micro Kjeldalh,
(Horwitz, 1975).

5.3 Polifenoles fueron detectados por el Método de los Taninos,
(Horwitz, 197 5).

5.4 Cafeina se analizd por el Método Isher-Snell:-modificado,
(Arriola, 1972).

5.5 El pH se calculé empleando una relacién de uno a diez, o sea, se
pesd un gm de la muestra y se le agregd 10 ml de agua destilada.
Se homogenizo, filtrd y se hizo la lectura del pH, con la ayuda
de un electrodo.

5.6 Celulosa, Lignina y Hemicelulosa sus anilisis se basaron en los
procedimientos utilizados por Goering y Van Soest., s.f.

9,7 Digestibilidad "in vitro" para su anilisis se siguieron las téc-
nicas de Adegbola, 1977; Dowman y Collins, 1982,
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

1. PREPARACION DEL INOCULO

Inicialmente, en la pre-seleccidn, se escogieron los siguientes hon-
gos: Coprinus fimentarius, Pleurotus cornucopiae, P. f]abe]]atus,‘g. sajor-
caju, P. sapidus y Volvariella volvacea. FEI] micelio de cada uno fue repi-
cado a tubos con medio de cultivo fresco.

Se observd que P. sajor-caju y P. sapidus presentaban un desarrollo
muy pobre, casi nulo; por lo que se adiciond nuevamente medio de cultivo
liquido (caldo), para proporcionarles nutrimentos y tratar de revivir las
cepas, De las dos, solo crecid un poco P. sapidus, pero al traspasarlo a
caja de Petri con medio, se contamind. Debido a la gran contaminacion pre-
sente en todos los cultivos, se tomd la medida de sellar las cajés de Pe-
tri con cinta adhesiva, y evitar asi también 1la pérdida de humedad al in-

cubar las cajas de Petri y el envejecimiento del micelijo.
Del grupo de seis cepas, s6lo se trabajo con cuatro (I Fase del pro-

yecto), ya aue P. sajor-caju, y P. sapidus no se desarrollaron.
Al mes de sembrados los tubos, se observd que Pleurotus flabellatus,”

P. cornucopiae y Coprinus fimentarius presentaban buen crecimiento. Solo

Volvariella volvacea mostraba un desarrollo menor, ya que este hongo ne-

cesitaba incubacidn (35°C), como fue demostrado posteriormente.

Para obtener informacién sobre los parametros de crecimiento de los
hongos empleados, se realizaron varios ensayos. Los cultivos fueron colo-
cados a diferentes condiciones de temperatura Y en presencia o ausencia de
luz,

Pleurotus cornucopiae y P. flabellatus se incubaron a 30°C, Coprinus

fimentarius y Volvariella volvacea a 35 °C.

Los cultivos del ensayo a temperatura ambiente (20-22°C) (métodos,
seccidn 2.4), se dividieron en dos: wunos con luz natural y otros en la
oscuridad (ver cuadro # 3).
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Cuadro 3. Periodo (en dias) que tardan las cepas en obtener un crecimien-
to de 3 cm 6 mds (I Fase del proyecto).

TEMPERATURA
Ambiente Optima

HONGOS Con luz En oscuridad Oscuridad

(Dias) (Dias) (Dias)
Pleurotus cornucopiae 6 6 4
Pleurotus flabellatus 4 6 3
Coprinus fimentarijus 8 - 3
Volvariella volvacea 9 6 3

Comparado con los otros hongos Pleurotus flabellatus pudo alcanzar
un buen desarrollo bajo las tres condiciones. Crecid 3 cm en 4 dias a
temperatura ambiente (con luz), y al estar en la oscuridad a temperatura

optima el tiempo disminuyd a 3 dias.
E1 hongo que tardd mis en desarrollarse, bajo condiciones ambienta-
les fue Volvariella volvacea. EI tiempo se redujo de 9 a 3 dias cuando se

colocd en temperatura controlada y en la oscuridad. -

En 1a segunda fase del proyecto se trabajé con Pleurotus flabellatus,

P. ostreatus y Volvarjella volvacea.
En esta etapa de produccidn del inéculo se realizd otro seguimiento
del crecimiento del micelio, empleando el mismo medio de cultivo (PDA) y

temperatura controlada (30 y 35°C).
E1 desarrollo micelial se midi6 en cm, diariamente, durante 8 dias

consecutivos (ver cuadro # 4).
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Cuadro 4. Crecimiento de Pleurotus flabellatus, P. ostreatus y Volvariella
volvacea en PDA, por una semana (II Fase del proyecto).

Dias
HONGOS I II I1I IV Vv VI VII VIII

Pleurotus flabellatus* 1.0 1.5 2.8 4.0 63" 6.7 8.0 9.5
Pleurotus ostreatus 1.0 1.8 2.8 0l s ) R 6.0
Volvariella volvacea 1.0 2.4 23958 <70 7.6 8.6 8.6

* crecimiento en cm

En el cuadro N. 4 se observa que la especie que crecid mds rdpido fue
Pleurotus flabellatus, el cual al octavo dia contaba con un crecimeinto mi-

celial de 9.5 cm. Estos datos coinciden con los obtenidos en el cuadro N. 3.
Generalmente P. ostreatus crece bien en medios de cultivo, pero los
datos del cuadro anterior contradicen esto. Una posible explicacidn a es-
tos resultados es que la cepa que se utilizd era muy vieja y habia perdido
viabilidad. Se decidid emplear este hongo ya que Martinez et al. (1984) lo
reportaron como una especie que crece bien sobre pulpa de café. No se dese-
cha la idea de que el micelio a pesar de que crecié un poco, puede haber
degenerado por falta de nutrimentos y de alli los resultados mediocres.

2. ETAPA DE CRECIMIENTO SOBRE SORGO

Para inocular la pulpa de café se necesita abundante micelio, por lo
que no es rentable econémicamente aumentar el indculo con base en PDA. Pa-
ra incrementarlo se utilizd sorgo como sustrato. Este grano es rico en nu-
trimentos (Platt et al., 1981), de bajo costo y con una ventaja adicional:
al crecer el micelio sobre cada uno de los granos, facilita posteriormente
la distribucién del indculo en la pulpa de café,

Se 1levd a cabo un ensayo en el cual se observd el efecto de la
temperatura en el desarrollo micelial y se mididé el crecimiento fungal so-
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bre el sorgo. La medicidon se hizo en cm, a los cinco dias de inoculado el
grano, justo antes de agitar el contenido de los frascos para que se dis-
tribuyeran los granos con micelio.

Cuadro 5. Crecimiento micelial (en cm), medido a los 5 dias de inoculado

el sorgo.
Desarrollo micelial en cm
HONGOS Temperatura ambiente  Temperatura optima
Pleurotus cornucopiae - S
Pleurotus flabellatus 6.0 7.9
Coprinus fimentarius 3.0 3.0
Volvariella volvacea 2.0 12.0

Se comprobd una vez mas, la influencia de la temperatura controlada,
ya que el mejor crecimiento se obtuvo en los frascos con sorgo que se so-
metieron a incubacidn a sus respectivas temperaturas Optimas. Pudo obser-
varse que Pleurotus cornucopiae y Volvariella volvacea requieren tempera-

turas controlades para su &ptimo desarrolic. Vale la pena resaltar que
V. volvacea a temperatura ambiente solo crecid 2 cm, mientras que en incu-
badora a 35°C, se logrd un desarrollo de 12 cm.

Pleurotus falbellatus y Coprinus fimentarius mostraron poca variacidn

en su crecimiento en ambos ensayos. Esto es importante, pues se puede op-
tar por trabajar con la cepa que necesite menos condiciones controladas, y
evitar gastos de energia eléctrica.

ET micelio de Pleurotus flabellatus que crecié sobre sorgo, pudo ser
utilizado ailn después de dos meses de inoculado, no asi el de otros hongos,
que mostraron caracteristicas de envejecimiento.

: E1 micelio de Volvariella volvacea que crecid sobre el sorgo, debid

utilizarse antes de las tres semanas posteriores a la inoculacidén, pues si
se dejaba mas tiempo, ya no se producia micelio, sino que se reproducia a-
sexualmente dando clamiddsporas rojizas (definicion, Anexo # 1).
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3. PREPARACION DEL SUSTRATO

Hay factores que influyen directamente sobre el desarrollo y fructi-
ficacién de 1os hongos: algunos de ellos son: estructura del sustrato,
‘composicidon, permeabilidad y pH. Por eso se decidid analizar l1a pulpa de
café, para contar con informacién sobre sus caracteristicas y componentes.

Para facilitar el manejo de las muestras v sus datos al ser analiza-
das, se empled la siguiente simbologia:

PF: pulpa fresca

PP: pulpa prensada

PL: pulpa lavada

PE: pulpa ensilada

PM: pulpa con micelio del hongo

3.1 Contenido de Humedad

Hay dos factores climdticos que influyen en el asentamiento y desarro-

110 de un hongo: 1la temperatura y la humedad (De Diego, 1979). Como se
contaba con datos sobre las temperaturas que beneficiaban a las cepas con
que se iba a trabajar, la investﬁqaciéh se centrd, en obtener los porcen-
tajes de humedad de l1a pulpa durante las diferentes etapas de su procesa-
miento y utilizacion como sustrato. E1 contenido de humedad es un factor
de suma importancia por si solo, y, ademds, influye en la temperatura que
mantendrd el sustrato en el cual se difunde el micelio (ver cuadro # 6).
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Cuadro 6. Porcentajes de humedad de las diferentes muestras de pulpa de ca-
fé y pulpa con micelio.

Fase Muestra Porcentaje de Humedad (%)

I Fase PF . 88.26
PP 84.31
PL (3 veces) 85,90
PL (5 veces) 85.41
PM de Pleurotus flabellatus ¥3.15
PM de P. flabellatus después de fructicar 72.60
PM de Volvariella volvacea 74.20
PM de Coprinus fimentarius . 76.47
PM de Pleurotus cornucopiae 76.20

II Fase PF 87.18
PP 81.78
PL . 89.74
PP (II vez) 80.20
PE 95.72
PE y tratada 84.56

De T1os datos del cuadro N. 6, se deduce que la pulpa fresca posee un
promedio de 87-88% de humedad y al pasarla por la prensa de tornillo sin
fin, pierde mas o menos un 4-6% de esta humedad. Este andlisis permitid
saber si la pulpa contaba con la humedad necesaria para el desarrollo de
los hongos.

Las especies del género Pleurotus requieren 70-80% de humedad (Chang
y Hayes, 1978). E1 micelio de P. cornucopiae crecié en.la pulpa con 76.20%
‘de humedad y el de P. flabellatus a 73.15%. Al fructificar esta especie,
la pulpa tenia un porcentaje de 72.60%. Coprinus fimentarius necesita una

una humedad entre 80-90%, sin embargo, su micelio se desarrolld en el sus-
trato con 76.47%. La cepa de Volvariella volvacea precisa un porcentaje
de 70-80% de humedad (Chang y Hayes, 1978); su micelio crecid con 74.20%.
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Los cultivos se regaron dos veces al dia, va que la parte superior
del sustrato se secaba rdpidamente y esto perjudica al micelio. Se optd
por hacer orificios para que drenara el exceso de agua depositado en el fon-
do de las bolsas (métodos, seccidn 3.6),

La informacién de la humedad es importante al calcular los datos en
base seca de otros andlisis practicados.

3.2 Esterilizacidn del sustrato

La esterilizacion del sustrato es necesaria para combatir hongos da-
ninos como Trichoderma spp., Mucor spp. ¥y Penicillium spp.; insectos como

los dipteros; dcaros y nemdtodos.

Los nematodos destruyen el micelio, unas veces mediante la puncion y
extraccion de la sustancia interna de las hifas y otras por la secrecidn de
toxinas. Los acaros provocan picaduras sobre los cuerpos fructiferos, que
facilitan la entrada de bacterias & detienen el desarrollc del carpdtoro al
cortar las hifas en la base del estipite del hongo (definicidn, Anexo # 1),
Estos organismos pueden morir si se les somete a tratamientos con tempera-
turas superiores a los 50°C (Leal, s.f.; Francia, s.f.)

La esterilizacion obtenida en 1a primera fase del proyecto, en la
cual se le practicaron cinco lavadas a la pulpa con agua a 80°C, resultd
muy efectiva, ya que elimind los microorganismos. En cambio la esteriliza-
cidn aplicada en la segunda fase, o sea, lavado de la pulpa s6lo una vez y
con agitacidon durante 30 min, fue deficiente, ya que tanto en el sustrato
como en las fructificaciones, se presentaron nemitodos.

E1 lavado, ademds de esterilizar, extrae materiales que pueden ser-
vir de nutrimentos a organismos competidores de los hongos cultivados.

¥

3.3 Extraccidn de cafeina y polifenoles

Las lavadas practicadas al sustrato, no sélo esterilizan, sino que
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extraen cafeina y polifenoles gue estdn presentes en la pulpa.

Generalmente los porcentajes de estos compuestos son altos, aunque
se pueden presentar variantes, debidas a la variedad del café y a las prac-
ticas agricolas.

3.3.1 Extraccidon de la cafeina

La extraccion de este alcaloide en el tratamiento I aplicado a 1a
pulpa de café (métodos, seccidn 3.1), permitié que de 0.42% de concentra-
cidon de cafeina se bajara a 0.03%. En el tratamiento II (métodos, seccidn
3.2), de 0.71% disminuyé a 0.28%. Y en el tratamiento III (métodos, sec-
cibn 3.3), de 0.80% se obtuvo una concentracién final de 0.18% (cuadro # 7).

Cuadro 7. Porcentajes de concentracién y pérdida porcentual de cafeina en
la pulpa fresca y tratada.

Porcentaje de con- Pérdida porcentual

Tratamiento Muestra centracion (%) (%)

I PF 0.42

PP 0.38 92.86
PL (5 veces) 0.03
II PF 0.71

PP 0.61 60.56
PL (una vez) 0.26
PP (por II vez) 0.28
II1 PE 0.80

PE y tratada 0.18 77.50

Con el fin de comparar la efectividad de los tratamientos, los da-
tos de concentracidon de cafeina se refirieron a una presentacidon en por-
centajes (pérdida porcentual). De esta informacién se deduce que el tra-
tamiento mas eficaz para la extraccién de cafeina fue el primer tratamien-
to, en el cudl se lavé cinco veces la pulpa con agua a 80°C y se extrajo
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un 92.86% de cafeina. La pulpa de este ensayo al usarla como sustrato per-
mitio la formacion de fructificaciones normales de Pleurotus flabellatus.

En cambio, en el segundo tratamiento en el que se lavd solo una vez
con agitacion constante por 30 min, se extrajo un 60.56% de cafeina. A
pesar de que la pérdida porcentual es mayor al 50%, la concentracidn resi-
dual se considera alta, ya que este alcaloide puede actuar como agente mu-
tagénico. Actualmente se estd evaluando el efecto de la cafeina en la can-
tidad y calidad de las fructificaciones, asi como en la dicariotizacidn del
micelio (Martinez, et al., 1984). La influencia del compuesto se comprobd
en los cultivos sobre la pulpa de café y en la prueba en la que se adicio-
nd este alcaloide a un medio de cultivo inoculado posteriormente (resulta-
dos, seccidn 3.3.2).

En el tercer tratamiento la pérdida porcentual fue un poco mayor que
en el segundo tratamiento. EI ensilaje y el lavado redujeron considera-
blemente 1a cafeina a 77.50%. La extraccién daria mejores resultados, si
después de ensilarla se le practicaran cinco lavadas:en vez de una.

La concentracidn de cafeina no se modificd con el crecimiente mice-
1ial ni con Ta fructificacidn de los hongos sobre la pulpa (Cuadro # 8).

Cuadro 8. Porcentajes de concentracion de cafeina en la pulpa de café,
después del desarrollo vegetativo y fructificacidon de los hongos.

-

Porcentaje de concen-

MUESTRA tracion (%)

PM de Pleurotus flabellatus 0.06
PM de P. flabellatus después de fructificar 0.07
PM de Volvariella volvacea 0.03
PM de Coprinus fimentarius 0.05

PM de Pleurotus cornucopiae 0.05




38

-

2.3.2 Prueba del medio de cultivo con cafeina

Los cultivos de hongos en los que se utilizd como sustrato pulpa de

café del tratamiento II (métodos, seccidn 3.2), produjeron carpoforos a-

morfos. Al analizar las posibles causas, se concluyd que el Gnico factor

que diferia con respecto a los otros cu1ti§os (tratamientos I y III; méto-
dos, secciones 3.1 y 3.3), fue el porcentaje de cafeina (Cuadro # 7).

Esto motivd a realizar una prueba de crecimiento de las cepas en un
medio de cultivo con diferentes porcentajes del alcaloide (métodos, sec-
cion 4), y asi determinar la concentracidon que influia en el desarrollo
del micelio y en la formacidn del cuerpo fructifero.

Antes de este ensayo y durante &1 se presentd mucha contaminacion
con levaduras, bacterias y posteriormente con Penicilljum spp. Para puri-

ficar las cepas se utilizd agar-malta con benomil (medio recomendado por
Maloy, 1974). Para los hongcs empleados, este medio resultd ser deficien-
te en nutrimentos, 1o que se tradujo en un retardg del desarrollo miceliai.
Se optd por modificarlo (ver Anexo # 5). E1 medio modificado si permitid
un buen crecimiento y después de varios repiques se elimind la contamina-
cibn.

La cafeina no se degrada al esterilizar en autoclave el medio, esto
se comprobd con los ensayos paralelos (métodos, seccidn 1.2), los que die-
ron resultados similares. r

Los cultivos testigos (medio sin cafeina), mantenidos a temperatura
ambiente o controlada (28°C), presentaron un crecimiento normal de 4-5 cm
de diametro, a los cinco dias de inoculados. Uno 6 dos dias después fruc-
tificaron Pleurotus flabellatus y P. sajor-caju, pero Volvariella volvacea

no fructificé. En los cultivos sobre pulpa de café del tratamiento I (con
0.03% de cafeina), las fructificaciones fueron normales.

En los ensayos con 0.10% de cafeina, los micelios crecieron en for-
ma parecida a los de los cultivos testigos, ya que a bajas concentraciones
los hongos pueden metabolizar cualquier compuesto que contenga carbono y
producir material celular (Ainsworth, 1965, 68; en Morales, 1976).

Los cultivos con 0.15% y 0.20% de cafeina se desarrollaron pobre y
lentamente, gues al aumentar los porcentajes se retardd y dificultd la
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asimilacidn del alcaloide, resultado de la demetilacidn progresiva del
grupo purina de la cafeina (Schwimmer y Kurtzman, 1972; en Morales, 1976).
(Ver diagrama de la estructura de la cafeina, Pdg. 13).

En los cultivos sobre pulpa de café, del tratamiento III (pulpa en-
silada), el sustrato tenia 0.18% de cafeina, en &l la fase de fructifi-
cacion fue lenta, pero se produjeron cuerpos fructiferos normales. En
cambio en los cultivos que se utilizd pulpa del tratamiento II, que con-
tenia 0.28% de cafeina se dio malformacion de los carpdforos.

En 1a prueba de laboratorio, los cultivos gque contaban con una concen-
tracidén a partir de 0.25% hasta 0.40% de cafeina, no se observd crecimien-
to, aln después de mes y medio de inoculados los medios. 0 sea que 1la
concentracidon del alcaloide que detiene el crecimiento del micelio e in-
duce malformacidon del carpdoforo estda de 0.25% en adelante.

Estos resultados se deben a que la cafeina provoca rupturas cromo-
somales e inhibe la citocinesis (division celular) al bloquear la forma-
cion de la placa celular. Esta droga no altera la: produccién ni la acumu-
lacion de las vesiculas de Golgi (que contienen los precursores de la pla-
ca celular), pero impide su ordenacidén o arreglo (Lépez et al., 1966; Gi-
ménez et al., 1980; Ldpez et al., 1982).

Al inhibirse la citocinesis se demora o elimina la produccidon de nue-
vas células, por lo que el micelio no puede crecer ni desarrollarse, y en_
caso de acrecentarse lo hace irregularmente, lo que explica la deformacidn
de los cuerpos fructiferos en los cultivos con pulpa del tratamiento II.

3.3.3 Extraccidn de Polifenoles

Se obtuvieron mejores resultados en la extraccion de la cafeina que
en la de polifenoles. EI primer tratamiento extrajo 92.86% de cafeina y
tan solo 55.83% de polifenoles (Ver cuadros # 7 y 9).

Los dos analisis coinciden en sefialar el procedimiento mids efectivo
para la extraccidn de estos compuestos téxicos. La mayor pérdida porcen-
tual de polifenoles se presentd con el primer tratamiento, que extrajo,
como se anotd antes, 55.83%. E1 que resultd menos eficaz, fue el segundo
tratamiento que dio una pérdida porcentual de 45.86% de polifencles.
(Cuadro # 9). , .

]
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Cuadro 9. Porcentajes de concentracidon y pérdida porcentu§1 de los poli-
fenoles, obtenidos mediante 3 diferentes tratamientos a la pul-

pa de cafée.

Porcentaje de con- Perdida porcentual
Tratamiento Muestra centracidn (%) (%?
I PF 1.63
PP 1.38 55.83
PL (5 veces) 0.72
b PF ¥, 33
PP 1.05 45.86
PL (una vez) 0.98
PP (por II vez) 0.72
III PE 1.94
PE y tratada 1.03 46.91

E1 desarrollo del micelio y la formacidn de los carpbéforos afectaron
la concentracién de polifenoles existentes en la pulpa de café. (Ver cua-

dros # 9 y 10).

La pulpa y las cepas que se analizaron corresponden a la primera fa-
se del proyecto, ya que éstos fueron observados y analizades. Los demas
no se pudieron estudiar en su totalidad, por falta de tiempo.

Cuadro 10. Porcentajes de concentracién de polifenoles en la pulpa de ca-
fé, después del desarroilo micelial y fructificacidn de los

hongos.
Porcentaje de concen-
MUESTRA tracion (%)
PM de Pleurotus flabellatus 0.56
PM de P. flabellatus después de fructificar 0.29
PM de Volvariella volvacea 0.67
PM de Coprinus fimentarius : 0.34

PM de Pleurotus cornucopiae 0.52




41

Como se observa en el cuadro # 8, 1a pulpa de café (del I tratamien-
to) después de ser tratada, quedd con 0.72% de concentracién de polifenoles.
Al consultar el cuadro # 9 se nota que al crecer los micelios la concentra-
cion de 0.72% pasa a 0.56% con el desarrollo del micelio de Pleurotus fla-

bellatus y al fructificar &ste se reduce aln mds, hasta 0.29%.

En las otras tres cepas, la concentracion de polifenoles también
baja. Esto se puede deber a que el hongo emplea los polifenoles como fuen-
te de carbono (Ainsworth, 1965, 68; en Morales, 1976), o que los descompo-
ne, por lo que no son detectados al analizarlos.

3.4 E1 Factor pH

Los tratamientos de lavado-extraccidon v esterilizacidn no alteran
el pH de 1a pulpa. Pero si lo hacen el ensilaje y el crecimiento de los
hongos.

3.4.1 Relacidon del pH con el ensilaje

E1 pH de 1a pulpa fresca fue de 5.6, al ensilarla por tres semanas,
el valor del pH bajé a 4.4, debido a que la pulpa al fermentarse se torna
dcida (ver definicidén de ensilaje, Anexo # 1). :

E1 pH, junto con el contenido de dcidos, son dos factores que in-
fluyen en la calidad de un ensilado. La American Dairy Science Associa-
tion da algunas normas para estimar la calidad de un ensilado. En lo que
respecta al pH, un ensilado "excelente" debe tener un valor entre 3.5 y
4.2, uno "bueno" entre 4.2 y 4.5 y uno "regular" un pH mayor de 4.8 (Bol-
ton, 1962, en Rodriguez, 1973; Watson y Smith, 1965, en Murillo, 1979).

Si nos basamos en estos datos, la pulpa ensilada obtenida después
de tres semanas, fue de buena calidad, ya que su pH fue de 4.4 y la lite-

ratura da 4.3 o un ambito de 4.2 a 4.5.
A Y

i
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Cuadro 11. Valores del pH-de la pulpa de café fresca, tratada y con mice-
1io de Pleurotus flabellatus.

MUESTRA pH

PF : 5.6
PL y PP 5.8
PE 4.4
PM de hongos amorfos de Pleurotus flabellatus 6.8
PE con micelio de P. flabellatus 6.7

3.4.2 Influencia del pH en el desarrollo de los hongos

Este factor es determinante para la selectividad del sustrato. La
mayoria de los hongos se desarrollan en sustratos con valores de pH que
oscilan entre 4 y 6, 0 sea, ligeramente dcidos. Pero ésta no es una re-
gla general (De Diego, 1979)

E1 pH 6ptimo para el crecimiento de las especies de Pleurotus estj
entre 5-6 (Chang y Hayes, 1978), pero si el sustrato presenta un pH dife-
rente, el micelio del hongo generalmente se encarga de modificarlo a su
conveniencia (Burnett, 1976, en Zadrazil, 1983). Los datos del cuadro #
10 demuestran esto, ya que la pulpa ensilada tenia un pH de 4.4 y una vez
que crecid el micelio de Pleurotus flabellatus cambié a 6.7.

4. DESARROLLO DEL MICELIO SOBRE LA PULPA DE CAFE

E1 hongo que presentd un desarrollo mids rapido fue Pleurotus
flabellatus; al cuarto dia de inoculada la pulpa ya se obseryaba crecimien-

to micelial. Esto se puede deber a oue es la cepa que reguiere menos con-
diciones controladas para su desarrollo. Las otras cepas, Pleurotus cor-

nucopiae, P. ostreatus, Coprinus fimentarius y Volvariella volvacea co-
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menzarcn a mestrar crecimiento a los 5 o 6 dias.

E1 micelio de los hongos comienza a crecer en forma de pequefios fo-
COs que tienen como nicleo los granos de sorgo inoculados previamente y
dispersos por todo el sustrato durante la inoculacidn.

La oscuridad es un factor de importancia durante la incubacidén de
Volvariella volvacea y Coprinus fimentarjus. Para verificar su influen-

cia en los cultivos sobre pulpa de café, se cubrié con papel aluminio una
bolsa con cultivo de cada uno de estos hongos. La respuesta fue un in-
Cremento mayor en el desarrollo micelial gue el observado en el resto de
los cultivos de las mismas cepas.

Después de tres semanas, mis o menos, el micelio ya habia invadido
el sustrato y se abrieron las bolsas, pues la concentracién de C02 favo-
rece el desarrollo del micelio, pero influye negativamente sobre e] pro-
ceso de fructificacion (Zadrazil, comunicacién personal, 1984).

En esta etapa se debe tener mayor cuidado al manejar y regar los
cultives, ya que es durante este periodo cuando se presentan mis proble-
mas de contaminacién. Los géneros que pueden ocasionar dafios a los cul-
tivos de hongos comestibles son: Trichoderma spp., Fusarium spp., Mucor

spp., Penicillium spp. y Sclerotinium spp. (Kurtzman y Zadrazil, 1982).

En algunos de los ensayos se desarrollaron mohos verdes, y se iden-
tificd como organismo causante a Trichoderma viride Pers. y Penicillium

spp.

Las bolsas contaminadas se sacaron del cuarto de incubacién y se
eliminaron. S6lo unas cuantas que presentaban poca contaminacién se de-
jaron en observacién para verificar 1la respuesta del hongo. En estos ca-
sos el micelio no se desarrolld normalmente, mds bien se detuvo y presen-
té caracteristicas de senescencia Y ninguno 1legd a fructificar.

En lTos cultivos puros el micelio crecié sobre la pulpa formando un
blogue compacto, se recortaron los bordes de las bolsas que los contenian.
Las bolsas no se eliminaron totalmente, pues si se hacia, el micelio se
secaba rdpidamente y se retrasaba o detenia la fase de fructificacion, ya
que los hongos estdn constituidos en un 90% de agua.
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Por otra parte, el exceso de agua que se acumuld en la parte infe-
rior de la bolsa, se drend, ya que de lo contrario se formaba una area
anaerdbica como consecuencia de los pocos espacios libres v de la dificul-
tad de intercambio de gases. En esta zona no crece o profundiza el mice-
lio, pues &ste necesita oxigeno. E1 promedio de penetracion del micelio
en el sustrato fue de 10-15 cm.

4.1 Ensayo con Urea

En Tos ensayos en los que se adicioné urea como posible fuente de
nitrégeno, se observdé un desarrollo micelial pobre y ningln cultivo produ-
Jo fructificaciones. Zadrazil recomienda utilizar nitrato de amonio (co-
municacidn personal, 1984). Al adicionar el nitrato de amonio se aumenta
la descomposicién de la materia orgdnica del sustrato, con lo que se fa-
vorece el crecimiento del hongo (Zadrazil, 1980; Zadrazil y Brunnert, 1980).

5. FRUCTIFICACIONES

Los hongos, por ser heterdtrofos, no reauieren luz para su creci- <
miento micelial, pero si la necesitan en su fase de fructificacion.

En la practica se notd que la luz acelera la formacidn de los cuer-
pos fructiferos. Los ensayos colocados en luz artificial directa (luz a
50 cm sobre los estantes con cultivos) crecieron vertiginosamente, pero
se resecaron. En cambio, los que estaban en presencia de luz natural, se
desarrollaron un poco mds lentamente, pero eran mas carnosos.

Pleurotus cornucopiae y Coprinus fimentarius mostraron durante to-
do su cultivo un micelio escazo que no 11egd a cubrir la pulpa por comple-
to y no fructificaron. En los cultivos de laboratorio, P. cornucopiae
produjo tincion del micelio y del medio. En comunicacidén personal, Zadra-

zil, 1984, declard que los hongos que presentan esta caracteristica, ge-
neralmente han mutado y no son aptos para cultivos, pues no llegan a fruc-
tificar. :
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Volvariella volvacea presentd un Crecimiento micelial vigeroso, pe-

ro la composicion del sustrato dehid afectarle pues no fructificé. Gene-
ralmente crece sobre paja de arroz ¢ desperdicios de algodén y fructifica
después de 10 a 14 dias de inoculado el sustrato (Chang, 1978, en Farr,
1983; Farr, 1983). -

Pleurotus ostreatus crecié muy bien y formé primordics de 2 cm, pe-
'ro éstos detuvieren su crecimiento. Se supone que la cepa era muy vieja
y ademds estaba degenerada por miltiples traspasos y largos periodos con

pocos nutrimentos.

E1 Gnico género que dio cuerpos fructiferos bien desarrollados fue
Pleurotus flabellatus, con una humedad en la pulpa de 72.60%. La litera-
tura da un ambito de 70-80% para las especies de Pleurotus (Chang et al.,
1978).

En la primera fase del proyecto, Pleurotus flabellatus crecip sobre
la pulpa esterilizada y tratada con cinco lavadas.* Tardé en fructificar

un mes y 16 dias y produjo, mis o menos, 15 hongos por bloque de pulpa.

En la segunda etapa, esta especie fructifico en 1la pulpa ensilada,
lavada una vez y sin urea, Este tratamiento permitid que la estructura
de la pulpa se simplificara, lo que facilité la colonizacién hifal y la
extraccion de nutrimentos requeridos por los hongos. EI1 crecimiento durd
un mes y 19 dias, en esta cosecha se obtuvieron sélo tres fructificaciones,
15 dias después, en 1la sequnda cosecha, se produjeron 65 fructificaciones.

La explicacion de 1a tardanza (3 dias de diferencia con el ensayo
anterior) podria ser que 1la pulpa del I tratamiento (métodos, seccién 3.1),
después de tratada, quedd con 0,03% de cafeina. En cambio, la pulpa ensi-
lada (métodos, seccién 3.3) quedd con 0.18% (Cuadro # 7). Durante 1a prue-
ba del cultivo de hongos en un medio con cafeina, se observd gue este al-
caloide en bajas concentraciones no afecta el desarrollo micelial, pero
después de 0,15%, el micelio crece mds lentamente que los testigos. A
partir de 0.25% no se desarrolla (resultados, seccién 3.3.2).
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6. FUENTES DE CARBONO

Los hongos aue se utilizan en este proyecto, en su mayoria, se nutren
de sustratos ricos en celulosa, lignina y hemicelulosa. Pleurotus sSpp. es
facilmente cultivado Yy requiere muy poco o ningin suplemento de nutrimentos
cuando se utiliza una fuente natural celuldsica (Morales, 1982). Estos
compuestos ademds de ser nutrimento para los hongos comestibles, podrian
ser bien digeridos y utilizados como fuente de energia por rumiantes que
se alimenten con la mezcla de pulpa-micelio, después de la produccién de
hongos. Por ello se determind analizar el sustrato antes y después del
crecimiento y fructificacién de Pleurotus flabellatus. E1 anilisis se rea-
11206 por el método conocido como "Van Soest" & Método Detergente de Andli-
sis. Con &1 se analiza la fibra de la pulpa (Rubio y Pineda, 1973; Goering
y Van Soest, s.f.).

>

Cuadro 12. Contenidos de polimeros naturales en la pulpa de café, antes y
después de crecer Pleurotus flabellatus.

MUESTRA Celulosa (%) Lignina (%) Hemicelulosa (%)
PP 22.51 29.05 8.82
PL (5 veces) 29,32 27 .08 14.97
PM de P. flabellatus 24.41 16.58 15.40
PE (*) 19.40 20.50 3.00

(*) Murillo, 1979

. Los porcentajes de celulosa 22.51% y hemicelulosa 8.82% de 1a pulpa
prensada, parecen contradecir los datos obtenidos con la misma pulpa des-
pués de lavarla cinco veces, o sea 29.32% y 14.97% respectivamente, ya que
en lugar de disminuir aumentaron. La posible expliacacion de estos resul-
tados es que a veces el sustrato fresco tiene una estructura muy compacta,
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las sustancias o componentes que lo forman no estan en forma libre, al ana-
Tizarlos existen otros Compuestos que bloquean e] ataque de los reactivos ¥,
por consiguiente los primeros resultados son menores que los siguientes, obte-
nidos después de que 1a estructura de la pulpa se simplificé con los trata-
mientos (Calzada, comunicacisn personal, 1984).

Después del desarrollo del micelio, se dio una disminucién de estas
sustancias, 1o que indics que el organismo estaba degradando el sustrato pa-
ra nutrirse. Los hongos poseen la habilidad de descomponer los materiales
que contienen celulosa y lignina (Leong, 1982),

Otros andlisis que corroboran lo anterior, o sea, el empleo de los
Componentes de 1a pulpa de café por los hongos, es 1a prueba de digestibi-
lidad "in vitro" Yy el andlisis de sé1idos solubles.

Cuadro 13. Datos sobre la digestibilidad "in vitro" y de los s61idos solu-
bles en agua a las 96 horas, a 40°C,

MUESTRA Digestibilidad S61idos solubles (%)
"in vitro" (%)
PP 41,98 16.99
PL (5 veces) 46.47 6.90
PM de P. flabellatus 37.32 18.10 2
PM P. flabellatus después
de fructificar 29.25 26.83

Se entiende como digestibilidad "in vitro" 1a porcion de materia or-
gadnica perdida en la digestion.

La pulpa fresca presentd una digestibilidad "in vitro" de 41.98%, es-
te porcentaje aumenta al ser lavada a 46.47% (quizd poraue 1sa estructura de
1a pulpa se simplificé al lavarla). Posteriormente e] porcentaje disminuye
al crecer el micelio, y aun mds al fructificar ei hongo (29.25%).

Los sélidos solubles en agua a las 96 horas, a 40°C, nos mostraron
también resultacos representativos, pues de 16.99% en 1a pulpa fresca y
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prensada, el porcentaje aumenta a 26.83%, después del desarrollo del carpo-
foro. Esto nos demuestra que conforme actdan las enzimas con el Crecimiento
del hongo, se va destruyendo 1a estructura del sustrato ¥y aumenta el mate-
rial soluble.

Los cambios notados en estos analisis se deben a un mejor aprovecha-

miento de Jla pulpa de café. E1 hongo se nutre de los componentes dei Sus-
trato.

7. VALOR ENERGETICO DE LA PULPA DE CAFE

ron con la finalidad de saber si e] desarrollo del micelio de] hongo sobre
la pulpa de café, la enriquece proteinicamente (Cuadro # 14).

Cuadro 14. Contenido de nitrégeno total y aproximacién del nitrdgeno pro-
teico de Ta pulpa de café, y de la pulpa con micelio.

MUESTRA M, total N, proteico (N,X 6.25)
I Fase

PP 0.10 0.63
PL (5 veces) _ 0.26 1.63
PM de Pleurotus flabellatus 0.32 2.01
PM P. flabellatus después de fructificar 0.34 2.14
PM de Volvariella volvacea 0.50 3.13
PM de Coprinus fimentarius 0.11 0.67
PM de P]eurotgi cornucopiae 0.40 2.50
11 Fase

PF 0.24 1.49
PP 0.25 1.55
PL (una vez) 0,27 1.69
PP (por II vez) 0.29 1.81
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E1 cuadro 14 Muestra que el sustrato S€ enriquece al crecer el mice-
lio de Pleurotus flabellatus Ya que de 0,63% de nitrégeno proteico, pasa a
2.01%, Y aumenta a 2.14% después de 1a fructificacién.

Las dos cepas que proporcionaron yn enriquecimiento mayor al sustra-
to fueron Pleurotus cornucopiae y Volvarielila volvacea. De] 1.63% de 1a
pulpa lavada 1legaron a tener 2.50% Y3 137 respectivamente.

Tanto en 13 primera fase como en la segunda etapa del pProyecto se no-
té que 1a pulpa fresca, después de ser tratada, aumenta SU porcentaje de
nitrogeno tota] Y proteico. Esto se da posiblemente al quedar mas expues-
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VII. CONCLUSIONES

Para reducir el tiempo de pPreparacion del inoculo, 1o mis recomendable
es incubar 1los cultivos en sys respectivas temperaturas Optimas. Se

debe detérminar qué es mas factible, si gastar tiempo o recursos eco-

némicos.

la pulpa de café es Pleurotys flabellatus. Este hongo se puede desarro-
1lar tanto en condiciones ambientaies naturales como controladas.

S€é presentaron nematodos en el sustrato, Y despu@s actuaron como depre-
dadores de 1osg Cuerpos fructiferos. Esto demuestra que el tratamientg
NO es recomendable para una buena esterilizacign.

La mezcla de pulpa de café-micelio es mas rica Proteinicamente como
componente de dietas Para rumiantes, que solo 1la pulpa.
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VIII. RECOMENDACIONES

1- Realizar eénsayos paralelos, uno empleando Pleurotus flabellatus y otro
Con una cepa fresca de P, ostreatus, para comparar cual es mas apropia-
da para el cualtivo sobre pulpa de cafa.

2- Colectar en Costa Rica material del género Pleurotus, para contar con
SIEdT O EUS
especies autéctonas y después probar cuil de ellas se desarrolla mejor
€n un sustrato con base en pulpa de cafa.

3- Ensilar la pulpa de café, cuando Seé requiera, esterilizarla con el tra-
tamiento de cinco lavadas con agua a 80-90°C,
Para un buen ensilado se requiere drenaje, los orificios hechos con ese
fin, después de 1a salida del agua, se pueden tapar con adhesivo o con
tapbn para evitar 1a entrada del aire.

4- Para una verdadera pasteurizacion, después del tratamiento y drenaje del
agua caliente, se le debe agregar agua bien fria, Para terminar de eli-
minar los microorganismos por chogque térmico.

Para extraer los compuestos téxicos, en una de las primeras lavadas se
puede utilizar una mezcla de agua, alcohol Y/0 dcido ascérbico & agua
y sal, To que aumenta 1a solubilidad de 1a cafeina. El1 icido ascorbi-
co y la sal se eliminan con las lavadas posteriores.
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Pequenas aue las utilizadas en este experimento (24 X 36 cm), ya que
el crecimiento vertical, o sea, la profundizacién del micelio tiene un

promedio de 15 cm.

7~ Para un drenaje mias efectivo del excedente de agua, a la hora de pre-
parar la pulpa (antes de inocularia), se puede poner en el fondo de 1a
bolsa unos 3 cm de pulpa revuelta con arena estéril, pedazos de

L
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"dura port" o paja de arroz.

E1 micelio que crecid sobre la pulpa se debe regar como minimo dos vecesg
diarias; y cuando estd en la fase de fructificacién, hay que rociar el
agua con cuidado de no mojar constantemente los carpdforos, ya que se
descomponen.

Hacer una prueba agregando nitrato de amonio a 1a pulpa de café (como
fuente de nitrégeno), para observar si los resutados son similares a
los cultivos sin la sustancia.
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ANEXO N. 1
GLOSARIO

Aclorofilo (del aqr. a, no y cloros, verde; mas phyllon, hoja). Que
carece de clorofila. :

Agar. Sustancia gelatinosa obtenida de algas rojas. Se emplea como so-
lidificante en la preparacidon de medios nutritivos para el cultivo de
microorganismos y para otros fines.

Alcaloides. Compuestos organicos de propiedades alcalinas, producidos
por plantas. Estas sustancias, gue son el principio activo de muchas
drogas y venenos de origen vegetal, tienen sabor amargo y muchos son
venenosos. Todos los alcaloides contienen carbono, hidréogeno y ni-
trogeno; la mayoria tienen oxigeno. Ejemplos de alcaloides: nicoti-
na, morfina, quinina, cafeina, estricnina.

Aparatao de Golgi. Conjunto de estructuras que pueden ser fijadas por
Tos estabilizadores de los Tipoides e impregnadas por el tetrdxido de
osmio, las sales argénticas y el tanino férrico, constituidas en go-
titas, con una parte croméfila, que Ordinariamente aumenta -hacia
afuera, y una parte croméfoba hacia adentro; o bien formadas por un
reticulo que se supone derivado de dichas gotitas previamente fusiona-
das. A la parte croméfoba se le 1lama también paraGolgi. Créese que
este apartato estd formado por interfase entre lipidos y protidos, y
en algunos casos también por acidos nucleicos. Las funciones del
aparato de Golgi son ain desconocidas, pero seguramente se relacionan
con la produccién de secreciones en el citoplasma y con la elaboracién
de la propia sustancia Citoplasmdtica. EI1 aparato de Golgi supone lae
separacion de las fases lipidica y protidica para ulteriores elabora-
ciones plasmiticas.

Asexual (del lat. ab, distante ¥ sexus, sexo). Reproduccién gue no re-
quiere de 1la unidn de 2 nicleos.

Basidio (del gr. basidion, peauefa base). Estructructura gue 1leva
sobre su superficie un determinado nimero de basidiosporas (tipica-
mente 4) las cuales generalmente se forman como resultado de cario-
gamia y meiosis.

Basidiocarpo (del gr. basidion, pequefa base, basidio y karpor, frutos).
Cuerpo fructifero aue 1leva basidios.

Basidiospora (del gr. basidion, pequefia base y_sporos, semilla, espora).
Espora resultante de cariogamia y meiosis, 1levada sobre el exterior
de un basidio.
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Caja de Petri (Nombre tomado del cientifico alemdn R.J. Petri). Recipien-
te de vidrio constituido por una fuente circular chata con lados verti-
cales, y una tapa similar pero algo mds grande gque la cubre. Recipien-
te propio del equipo habitual necesario para tener cultivos puros de
microorganismos.

Carpofore. Ver fructificacion.

Celulosa. Carbohidrato, principal compoﬁente de la membrana celular en
la mayoria de los vegetales.

Cepas. Tipo de organismo constituido por diversas estirpes (Sindnimo de
especie).

Citocinesis. En mitosis y en la meyosis, divisidn del citoplasma celular
y otros cambios exclusivos de la divisidon nuclear, para formar las cé-
lulas hijas., La citocinesis se puede dar por estrangulamiento del
citoplasma o por la formacidn de una placa divisoria en la zona ecua-
torial de la célula.

Clamidéspora (del gr. chlamys, manto y sporos, semilla, espora). Célula
hifal, encerrada por una gruesa pared celular, que finalmente se se-
para de la hifa madre y se comporta como espora de resistencia.

Cromoscmas. Cuerpos nucleoproteicos, se observan en la célula durante la
division celular. Transportan los genes dispuestos en orden lineal.
Cada especie tiene un nimero caracteristico de cromosomas./ Unidad
estructural del nicleo que conserva su individualidad de una genera-
cidon a otra,.

Cuerpo fructifero. Ver fructificacién.

Cultivo puro. Agreagado de microorganismos de la misma especie, aislados
de modo que sea imposible su mezcla con otras especies.

Dicariotico (del neo lat. di, dos y del gr. karyon, nicleo). Con refe-
rencia a una célula con dos nacleos.

Diferenciacidon. Modificacion de distintas partes del cuerpo para funcio-
nes especificas durante el desarrollec del organismo.

Difusién. Movimiento neto de una sustancia a consecuencia del movimiento
independiente de cada una de sus moléculas, iones o particulas coloi-
dales, desde una regidn de presidn de difusidon mas alta a otra de
presion mas baja.

Digestibilidad "in vitro". Es la porcidén de materia orgdnica perdida en
ta digestion.

Divisidn celular. Division del citoplasma en dos partes iguales, general-
mente mediante ia formacion de una placa celular.
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Ensilaje. Proceso de conservacion de forrajes. Consiste en la preserva-
cidon del material, en su estado suculento, por medio de fermentaciones
parciales. La fermentaci6n es producida por bacterias en ausencia de
aire. E1 proceso se inicia al poner en un silo el forraje, al cerrar
este, las células todavia vivas siguen respirando y consumen el oxigeno
del ajre, desprendiendo CO,, agua v calor. Al cabo de cierto tiempo
desaparece el oxigeno (fasg aerdbica) y se inicia la fase anaerdbica.
Las bacterias anaerdbicas degradan las proteinas y los carbohidratos
solubles que contienen las células vegetales, produciendo écido lactico
y alcohol. Al acumularse los dcidos éstos ejercen una accidn toxica
sobre las bacterias (especialmente del género Clostridium) causantes
de la fermentacidén butirica. Ademds se reduce el pH del material
ensilado a niveles que impiden el desarrollo de nuevas bacterias, por
1o que el proceso de fermentacion se detiene. De esta forma se pre-
vienen la descomposicidn adicional del material, el cuadl puede preser-
yarse asi por periodos largos de tiempo.

Enzima. Protina que acelera una reaccidn quimica especifica en un sistema
yviviente.

Espora (del gr. sporos, espora). Pequefia unidad de propagacidon que
funciona como semilla, pero se diferencia de ella porque una espora no
tiene embridn preformado.

Estipite (del lat. stipes, -itis, estaca, tronco). Dicese del pie aque
sostiene el pileo en los hongos agaricales tipicos, formado por un hi-
fénquima compacto, ya macizo o hueco, que se levanta del terreno o so-
porte,

Estructura somatica. Cualquier estructura con células no sexuales o sea
vegetativa (talo).

Fructificacion (del lat. fructus, fruto). Cualquier estructura fingica ~
que contiene o 1leva esporas. Referido al aparato reproductor de los
hongos. Sindnimo: carpdforo y cuerpo fructifero.

Fungicida: Sustancia toxica que destruye los hongos o impide su propaga-
cion.
Golgi. Ver Aparato de Golgi.

Género (del lat. genus, raza). Categoria taxondmica gue incluye una can-

tidad de especies. El1 nombre del género (nombre genérico) es el primer
nombre en el binomio.

Habitat. Ambiente natural de un organismo; lugar donde se le suele encon-
trar.

Heterdtrofo. Organismo incapaz de nutrirse pues no puede sintetizar car-
bohidratos a partir de elementos inorganicos. Por ello requiere
materiales elaborados para nutrirse,
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Hifa (del gr. hyphae, tejide). La unidad estructural de los hongos; un
filamento tubular que en conjunto con otros filamentos forman 1a fase
vegetativa o micelio,

Hipogeo (de] gr. hypo, bajo y ge, tierra). Nue crece bajo el suelo.

Hongo (del 1at. fungus, seta). Organismo heterétrofo, saproéfito o para-
sito. Es un organismo aclordgfilo Cuya estructura somiatica es general-
mente filamentosa y ramificada. Los hongos tienen paredes celulares
Y nicleos. Se reproducen sexual Y asexualmente.

Humus. La parte descompuesta, mis o menos estable, de 1a materia orgd-
nica del suelo.

Inhibidor. Cualquier sustancia y objeto que retarda una reaccién quimi-
ca; modificador que interfiere con una reaccion,

Lignicola. OQue vive o se desarrolla en la madera .

Lignina. Principal componente no celuldsico de 1a madera. Se endurece y
protege a la celulosa

Medio (del 1at. medium, intermediario) . Sustrato: de composicién quimi-
Ca equilibrada que se emplea en el laboratorio para cultivar micro-
organismos. Los medios pueden utilizarse en estado 1iquido o solidij-
ficarse con agar, gelatina u otros agentes.

Medio ambiente. Conjunto de condiciones exteriores e influencias que
afectan la vida y desarrollo del organismo,

Micelio (del gr. mykes, seta, hongo). Masa de hifas que constituyen el
cuerpo (talo) del hongo.

Micologia (del gr. mykes, seta, hongo y logos, ciencia). La ciencia que
estudia Tos hongos. Sin. Micetologia.

Mutacidon. Cambio sibito en el genotipo de un organismo. E1 término
se emplea ampliamente para incluir mutaciones que involucran un ge-
ne sencillo y cambios cromosémicos,

Mutdageno. Agente del medio ambiente, ya sea fisico o quimico, Capaz de
inducir mutaciones.

Mutante. Calula u organismo con cardcter genotipico diferente del de
' Sus padres y no derivado de ellos por un proceso normal de segrega-
Ccidén o por entrecruzamiento, sino modificado por una mutacion.

Pardsito (del gr. parasitos, comiendo al lado de otro). Organismo que
vive a expensas de otro, generalmente invadiéndolo y causandole en-

fermedad.

PH. Sistema para designar o indicar e] grado de acidez o alcalinidad de
o
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un sistema. Técnicamente es e] logaritmo comin del nimero reciproco
de la concentracign de jones hidrégeno (gramos por litro).

Placa celular. Cuerpo intermedio que persiste entre las 2 células hijas
en la citocinesis de los vegetales, que por poseer membranas rigidas
No experimentan la extrangulacion del huso v del Citoplasma, y donde
se formard la membrana celular separatoria de cada c&lula hija.

Pileo (del 1at. pileus, sombrero). Porcign superior o sombrero de cier-
tos tipos de ascocarpos y basidiocarpos.

Reproduccién sexual. Reproduccién Que reauiere la fusidn de 2 nacleos
compatibles.

Saprobio. (de} gr. sapros, podrido o putrefacto y bios, vida). Organis-
mo que utiliza como alimento 1a sustancia organica muerta,

Somdtico (del gr. soma, cuerpo). Se refiere a la estructura o funcidn
de la fase vegetativa, para distinguirla de la reproductora.

Taninos (del fr. taninn, y este de "tan", corteza de diversos drboles).
Cualquiera de 1os principios inmediatos vegetales, ternarios [C. H -y
0), de sabor astringente, que precipitan con las sales férricas y dan
productos de color azul, negro o verde. Son polimergos fendlicos, qui-
micamente pueden agruparse en 2 clases: 10s taninos hidrolizables
que se hidrolizan con acido gilico ¥ azicares y los taninos condensa-
dos que se derivan de flavonoides mondémeros,

Trufa. Ascomycete de ascocarpo con Crecimiento hipégeno (desarollo sub-
terraneo). Hongo comestible.

Viabilidad. Capacidad para viyvip y desarrollarse normalmente.

Volva (del 1at. volva, cubierta). Una capa en la base del estipite de
ciertas setas, por ejemplo Voivariella.
Zaveriella
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ANEXO N. 2

Fig. N=21

1. Epicarpio (pelfcula roja exterior)
2. Disco u "ombligo"
3. Mesocarpio & capa de tejido blando,

ialino,

incoloro

Corte longitudinal de una cereza de café.
(C. arabica)

Endocarpio (pergamino)
Espermoderma o pelicula
plateada

Embridén (endosperma o
almendra (2 en c/drupa)
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ANEXO N. 3

Cuadro 1. Disponibilidad de pulpa de café en Centro América.
Cifras en miles de toneladas.

Afio
:;?;\\\\\\ 1975-76 1976-77 1977-78 1978-79 1979-80 1980-81

Costa Rica 152.00 148,80 154,00 159.40 167,50 - 175.80
E1 Salvador 284.80 333.20 286.40 314.33 300.90 316.00

Guatemala 245,40 295,00 296,00 283.70 297.83 312.80
Honduras 97.50 87.00 135.60 112.30 119.00 136.10
Nicaragua 97.30 112.00 13.50 110.94 116.62 ;128.11

Alvarez, 1982.




ANEXO N. 4

PREPARACION DEL MEDIO PDA

Se pesan 300 gm de papas peladas

Se cortan en rebanadas y se hierven en un litro de agua destilada,
hasta que estén blandas.

Se cuela el cocido, con ayuda de una gaza doble y se conserva el agua.
Al Tiquido se le afiaden 20 gm de agar y 20 gm de dextrosa.

Se pone a hervir hasta que el agar se disuelva y se le afiade agua
destilada para completar nuevamente el litro de liquido.

Se autoclava por 20 minutos a 121 Jibras de presion.







