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Resumen

En México la produccién de cerveza en el 2022 fue de 14,100 millones de litros con un
crecimiento del 5% anual. Durante este proceso el bagazo de malta es el principal
residuo generado, se estima que en ese afno se produjeron 2.82 millones de toneladas
que no fueron aprovechadas en su totalidad, terminando en vertederos. En el presente
trabajo el bagazo de malta proveniente de la Microcerveceria “La Legendaria” se
aprovecho como sustrato para el cultivo de los hongos Pleurotus ostreatus y Pleurotus
djamor, se determiné la mejor proporciéon de mezcla con 6xido de calcio y rastrojo de
maiz, ademas se establecio el prototipo de un invernadero para el cultivo a escala
piloto, en donde se pudieron aprovechar en dos meses hasta 63.5 kg de sustrato, lo
que resulté en la produccion de 20 kg de hongo fresco. Ademas, se utilizé el Residuo
Remanente de Hongo (RRH) para la obtencién de extractos enzimaticos, demostrando
su capacidad de decolorar el azul de bromofenol y el rojo Congo en un 91.75% y
90.68%, respectivamente. Por ultimo, el RRH se composté y se utilizé como
suplemento en tierra para el cultivo de jitomate reduciendo su periodo de germinacién
en un 37.5%, incrementando el numero de hojas reales en un 82%, el tamano de raiz
en un 300%, el tallo en un 94% y la concentracién de clorofila A en un 37%. Lo anterior,
demuestra que la estrategia de aprovechamiento de este residuo permite establecer
la economia circular dentro de una cerveceria local.

Palabras Clave: Bagazo de malta, Pleurotus, Economia circular, Aprovechamiento de

residuos
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Abstract

In 2022 the production of beer in Mexico was around 14,100 million of liters with an
annual growth of 5%. In this process the Brewer’s Spent Grain (BSG) is the principal
residue generated with an amount around 2.82 million tons in that year that could not
be totally used so it was discharged into landfills. In this work BSG obtained from
Microcerveria “La legendaria” was used as substrate for the culture of Pleurotus
ostreatus and Pleurotus djamor. The best relationship between BSG, calcium oxide
and corn stubble were determined, also the design of a greenhouse for the culture in a
pilot scale was done, in which, in a period of 2 months it was possible to process 63.5
kg of substrate that resulted in the obtention of 20 kg of fresh mushroom. Additionally,
the Mushroom Spent Substrate (MSS) was used for the recovery of enzymatic extracts
with the capacity of decoloring bromophenol blue and Congo red in 91.75% and
90.68%, respectively. Finally, the MSS was composted and used as a supplement of
soil for the culture of tomato reducing its germination cycle in 37.5%, increasing the
number of real leaves in 82%, the root size in 300%, the stem size in 94% and the
concentration of chlorophyll A in 37%. All these results demonstrate that it is possible
to make use of this residue, and this allow to stablish a circular economy in a local

brewery.

Key words: Brewer’s Spent Grain, Pleurotus, Circular economy, Usage of residues
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l. Introduccion

1.1La situacion actual de la cerveza

La cerveza es la quinta bebida mas consumida en el mercado mundial, encontrandose
por detras del té caliente, agua embotellada, leche y bebidas carbonatadas (Fava, et
al., 2011). En el afo 2022 el consumo de esta bebida fue de aproximadamente 192.1
millones de kilolitros con un crecimiento de un 2.9% con respecto al afio anterior,
siendo el continente asiatico el de mayor consumo mundial con un 33.9% del total
seguido por el americano con un 30.4%, Europa con un 25.8% vy el resto para los

demas continentes (Kirin Brewery Company, 2023).

En cuanto a la produccion de esta bebida alcohdlica, en el aino 2022 a nivel mundial
se produjeron 189 millones de kilolitros con un crecimiento de 1.3% con respecto al
afio anterior. Los 5 paises con mayor produccion fueron China con 36.041 millones de
kilolitros, seguido por Estados Unidos de América con 19.410 millones de kilolitros,
Brasil con 14.743 millones de kilolitros, México con 14.100 millones de Kkilolitros y
Alemania con 8.783 millones de kilolitros (BarthHass, 2023).

En nuestro pais la industria cervecera se encuentra en el lugar 19 de las industrias
manufactureras de un total de 288. Cifras del 2019 indican que antes de la pandemia
del COVID — 19 el crecimiento de este mercado era del 6.7% anual (INEGI, 2020). En
el 2022 la produccion de esta bebida ascendié hasta los 141 millones de hectolitros
(Martinez C. , 2023) lo que implica un crecimiento del 5% con respecto al afo anterior
en el mismo periodo de tiempo (El economista, 2022), representando el 1.5% del PIB
nacional (Castro, 2022) y generando mas de 700 mil empleos directos e indirectos
entre los cuales se encuentran agricultores, malteros, cerveceros y vendedores
(Juarez, 2021).

1.2Ingredientes utilizados en el proceso de elaboracién de la cerveza

La elaboracién de la cerveza es un proceso que conlleva una serie de operaciones

unitarias e ingredientes que se utilizan en las diferentes etapas de la elaboracion.
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Empezando por los ingredientes, el grano que se utiliza para la confeccién de esta
bebida es la cebada malteada, conocida también como malta, de este se extraen los
azucares fermentables como glucosa y maltosa que seran fermentados
posteriormente por las levaduras, asi como los no fermentables en su mayoria
dextrinas que confieren caracteristicas como sabores tostados, acaramelados,
ahumados, entre otros. El tipo de azucares que se extraigan de la malta dependeran
de diferentes factores como el grado de tostado, la temperatura de maceracion, entre

otros factores (Palmer, 2006).

El lupulo es otro de los principales ingredientes utilizados. Este se obtiene a partir de
las flores sin fecundar de la planta femenina Humulus lupulus, que tras su proceso de
maduracién son recolectadas, secadas, molidas y peletizadas (Srecec, et al., 2009).
Si bien, su composicién quimica es algo compleja, existen 3 grupos que son de alta

importancia al momento de elaborar cerveza debido a sus caracteristicas:

e Resinas, constituidas por alfa y beta acidos que le confiere a la bebida un toque
amargo segun la cantidad que contenga.

e Aceites esenciales, en este grupo entran mas de 300 compuestos volatiles que
imparten diferentes caracteristicas aromaticas a la bebida como lo pueden ser
citricos, terrosos, florales, vegetales, herbales, entre otros.

e Polifenoles, conformados principalmente por taninos, este tipo de moléculas no
se busca que queden en la bebida final debido a su sabor, sin embargo, tienen

la caracteristica de ser un buen agente antimicrobiano (Gonzalez, 2017).

La levadura que se utiliza para el proceso de fermentacion generalmente es
Saccharomyces cerevisiae para cervezas de tipo ale y Saccharomyces pastorianus
para tipo lager, la diferencia es la temperatura de fermentacion, siendo de 16 — 25 °C
y 5 — 13 °C respectivamente (SNBC, 2021). Este hongo unicelular se caracteriza por
tener dos tipos de metabolismo, uno aerobio en donde se promueve la generacidon de
biomasa y otro anaerobio en donde se producen alcoholes (principalmente etanol) y

ésteres (que confieren una amplia gama de aromas y sabores), todo esto a partir de
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los azucares fermentables y nutrientes recuperados de la malta (White & Zainasheff,
2010).

El agua es el principal ingrediente utilizado durante la elaboracion de la cerveza
abarcando hasta un 97% del total de la bebida, que segun sus caracteristicas tendra
una influencia directa sobre el sabor del producto terminado, dentro de estas destacan
los iones presentes en la matriz como calcio, magnesio, sodio, azufre, cloro y
bicarbonato (Precision Fermentation, 2022). Calcio y magnesio funcionan como
cofactores para la enzima a-amilasa, sin embargo, si alguno de estos iones se
encuentra en concentraciones muy elevadas a lo requerido por la levadura puede
llevar a la inactivacién de sus enzimas y su posterior muerte, asi como también
producir efectos nocivos en el consumidor (Briggs, et al., 2004); (Puncocharova, et al.,

2019). En la Fig. 1 se muestran los ingredientes anteriormente mencionados.

AGUA MALTA LOPULO LEVADURA

Fig. 1 Ingredientes utilizados en el proceso de elaboracién de cerveza

1.3El proceso de elaboracion de cerveza y la generacion de residuos

En la Fig. 2 se muestra el proceso de elaboracion de la cerveza el cual inicia con la
molienda del grano, esto se hace con el objetivo de exponer el almidon del endospermo
y sus enzimas. Cuando el grano no se muele de manera correcta trae consigo
diferentes problemas como poca conversion de azucares cuando el tamafio es muy
grande o extraccion de compuestos no deseados y harinas cuando es muy pequefio
(Pereira & Rocha, 2018).
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Posteriormente, se lleva a cabo el proceso de maceracion al agregar agua en un rango
de temperatura de 62 — 67 °C a una relacién 3:1 o 4:1 litros por kg de malta molida, el
proceso se realiza en 1 hora donde las enzimas a y 3 amilasa realizan reacciones de
hidrolisis de la cadena de almidon en dextrinas-maltosa y glucosa, respectivamente.
Dentro de este proceso también se activan proteasas que degradan las proteinas
presentes en el grano, convirtiéndolas a aminoacidos y dando como resultado el mosto
cervecero rico en azucares, aminoacidos y elementos traza para el crecimiento de las

levaduras (Kenechukwu, 2019).

Una vez terminado el tiempo de maceracion se hace una recirculacion con el mosto
para clarificar el liquido y después se traslada al hervidor, posteriormente se hace el
lavado de grano o “sparge” con agua a una temperatura de 76 — 77 °C con el fin de
recuperar la mayor cantidad de azucares que hayan quedado en el grano (Gonzalez,
2017). Una vez terminado este tratamiento el mosto sigue su procesamiento, en este
punto se genera el primer residuo del proceso cervecero, el bagazo de malta, cuya
tasa de generacion es de aproximadamente 200 gramos por cada litro (Aliyu & Bala,

2011) con una demanda bioquimica de oxigeno de 16,000 mg/L (Devolli, et al., 2018).

El proceso continua con el hervido que se lleva a cabo en una hora. En este punto se
agregan los lupulos que le conferiran a la bebida su caracteristico sabor amargo, asi
como diferentes toques frutales, herbales, aterrados, resinosos, entre otros. Una vez
terminado el tiempo se estima que aproximadamente el 15% del Iupulo utilizado se
isomeriza y se une a la matriz de la cerveza, por lo cual después se realiza el Whirlpool
con el fin de asentar la mayor cantidad de lupulo remanente y el mosto lupulado se
pasa al fermentador (Palmer, 2006). El residuo remanente tras el vaciado se conoce
como residuo de lupulo que se genera en la cantidad de 1.5 a 4.5 gramos por litro
dependiendo del estilo de cerveza producido (Nigam & Pandey, 2009), teniendo una

demanda bioquimica de oxigeno de 110,000 mg/L (Devolli, et al., 2018).

Una vez que el mosto lupulado se encuentra en el fermentador se hace la adicion de
la levadura y se da lugar al proceso de fermentacién por un periodo de tiempo

aproximado de dos semanas segun sean las condiciones del proceso (Gonzalez,
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2017). Pasado el periodo de tiempo, del fermentador se descarta la levadura ya sea
de la parte inferior o superior segun sea el tipo de cerveza manufacturada (ale o lager,
respectivamente), generando un aproximado entre 15 y 18 gramos de residuo por litro
de cerveza fabricado (Jaeger, et al., 2020) con una demanda bioquimica de oxigeno
de 140,000 mg/L (Devolli, et al., 2018).

La cerveza finalmente es carbonatada y pasa a su envase final, ya sea botellas de
vidrio o bien, barrilles (Palmer, 2006).

Maceracion
Adjuntos
»| Molienda (opcional)
- Agua
Hervido
Fase
I — quu@ a " Fase Bagazo de

' 4 ) Filtracion L2 SR

— (Mosto) sélida malta
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Fermentacion

—— e e

. Residuo de
\QOQ levadura

Residuode |  Fase

(M,QSfo)
[Gpulo solida T

4 Cerveza

Levadura

Fig. 2 Proceso general de la elaboracion de cerveza con los residuos generados en las distintas etapas de

produccion.
1.4Disposicion de los residuos generados.

Considerando la cantidad de cerveza producida en el afio 2022 se puede calcular un
aproximado de los residuos generados en ese mismo periodo de tiempo, teniendo
como resultado 2.82 millones de toneladas de bagazo de malta, entre 21,150 y 63,450

toneladas de lupulo y 211,500 toneladas de residuo de levadura.
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Cada uno de estos residuos se puede emplear para diferentes usos como el alimento
de ganado, cultivo de microorganismos, obtencion de productos de interés como acido
lactico, fenoles, flavonoides, fibra, suplementos alimenticios, entre otros. Sin embargo,
el principal uso sigue siendo como alimento para ganado, limitando asi su
aprovechamiento cuando no existe una industria ganadera o animales rumiantes cerca
de la zona en donde se esta produciendo la cerveza, por lo que muchas veces estos
residuos terminan en campos, vertederos, quemados o en el caso de los residuos de
lupulo y levadura se desechan al drenaje esperando a que lleguen a una planta
tratadora de aguas residuales en donde se les dé un correcto tratamiento (Karlovic, et
al., 2020).

En San Luis Potosi existen al menos 60 marcas de cerveza artesanal (Mora, 2022),
siendo las de mayor renombre 7 Barrios, La Legendaria, Tangamanga Brewing, Gusto
Culposo, Brewtal Bros y Wasumara (Zacarias, 2022). Si bien, algunas de estas
cervecerias tienen acceso a ganaderos para disponer su bagazo de malta, la realidad
es que la mayoria no tiene esta posibilidad y terminan desechandolo en vertederos o

al basurero municipal.

Sin embargo, actualmente existe una problematica en diferentes estados de la
republica en donde los vertederos ya no cuentan con la capacidad necesaria para
almacenar mas residuos, razén por la cual han comenzado a surgir vertederos
clandestinos cerca de zonas pobladas en estados como San Luis Potosi (El Sol de
San Luis, 2022); (El Universal San Luis Potosi, 2018), Querétaro (Segura, 2022),
Ciudad de México (Navarro, 2020), Jalisco (El Informador, 2019), Nuevo Ledn
(Campos C. , 2022) entre otros. Trayendo consigo también diferentes problematicas
de salud para las personas que viven cerca de la zona como problemas
gastrointestinales, ademas de la proliferacién de plagas animales que son focos de

infeccion para la poblacion (El Sol de San Luis, 2022).
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1.5La economia circular y los ODS.

Histéricamente el modelo econdmico que ha predominado en el mundo desde el siglo
XX ha demostrado ser sumamente exitoso en generar bienes de valor agregado en
paises industrializados, sin embargo, este modelo promueve una desigualdad en
diferentes regiones del mundo. En donde se ha promovido el valor de la labor humana
sobre el de los recursos naturales, haciendo asi que los paises desarrollados
incrementen su brecha econdmica sobre los productores de materias primas, y como
consecuencia de ello se ha dejado de lado la parte ambiental, asi como el interés de
reciclar, reutilizar y reincorporar los residuos a la cadena productiva. Datos europeos
indican que al menos 21 millones de toneladas de material utilizados en la produccién
de bienes no terminan en el producto final y se pierden en diferentes partes del proceso

o como residuo (Sariatli, 2017).

La economia lineal es el modelo econdmico empleado actualmente en la sociedad,
esta se basa en el modelo de tomar — producir — disponer, en esta se prioriza la
produccion de bienes sin tener en consideracién las afectaciones que surgiran por los
residuos generados o con el bien cuando este pase a ser basura. Por ello, los residuos
se han convertido en un problema a nivel mundial, no solo por su impacto
medioambiental, sino también por el costo que conlleva el manejo de los desechos
(Purwanto & Prasetio, 2021).

Por esta razon, es necesario adoptar nuevas estrategias y modelos en los que se
busquen atacar estas problematicas, en donde uno de los principales es la economia
circular. Este modelo econdmico se basa en el concepto de las 4R’s en los procesos
de consumo y produccion, al reducir el maximo el consumo de materia prima virgen,
asi como el desperdicio de esta. De igual manera este modelo busca aprovechar los
residuos generados en los procesos de manufactura, al utilizarlos como nuevas
materias primas para obtener productos de valor agregado. De esta manera se busca
promover no solo un desarrollo sustentable en la sociedad, sino también social y

econoémico (Garceés, et al., 2019). En la fig. 3 se muestra el diagrama de la economia
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lineal y la economia circular haciendo énfasis en la importancia de esta ultima que se

basa en el reciclaje y aprovechamiento de recursos.

Economia Lineal Economia Circular

X
w T A
Tomar Hacer Disponer

iy,

T

SafetyCulture

Fig. 3 Modelo econémico Lineal y Circular (SafetyCulture, 2024).

El adoptar este tipo de modelo econémico no solo se obtiene el beneficio de darle un
uso a los residuos generados en los procesos de manufactura, también se pueden
alcanzar las metas establecidas por la ONU en el aino 2015 con los Objetivos de
Desarrollado Sostenible (mostrados en la Fig. 4) como Fin de la pobreza, Hambre cero,
Agua limpia y saneamiento, Industria, Innovacién e infraestructura, Ciudades y
comunidades sostenibles, Produccion y consumos responsables entre muchos otros
(United Nations, 2023).
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Fig. 4 Objetivos de Desarrollo Sostenible establecidos por la Organizacion de las Naciones Unidas en el afio 2015

(United Nations, 2023).

Actualmente en paises en vias de desarrollo se aprovechan unicamente el 17% de los

residuos organicos generados en diferentes procesos productivos (Romero, 2022),

esto es algo preocupante debido a la gran cantidad de desechos que se disponen en

los vertederos, y mas cuando estos son clandestinos afectando asi a la poblacion, es

por eso que es necesario comenzar a adoptar modelos como la economia circular en

donde se valoricen los residuos como materias primas en proyectos con impacto

social, econémico y ecolodgico. Lo anterior se puede lograr de manera mas facil cuando

se colabora de manera directa con el sector productivo.

36



II. Antecedentes

2.1 El potencial biotecnolégico del bagazo de malta como nueva materia

prima.

Dentro de las principales caracteristicas del bagazo de malta (Fig. 5) se encuentra su

alto contenido lignocelulésico (Mussatto, et al. 2006), sin embargo, su composicidon

quimica resulta de gran interés para poder ser aprovechado en diferentes aplicaciones,

esta se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1 Composiciéon quimica del bagazo de malta adaptado de: Nigam & Pandey, 2009; Mussatto, et al., 2006;
Lynch, et al., 2016

Proporcién total en

Porcentaje de la

Compuesto Componentes ]
la matriz proporcion total
Hemicelulosa 19.2 - 40%
Material
_ _ 40 — 70% Celulosa 12 - 33%
lignoceluldsico
Lignina 11.9-27.8%
Hordeinas,
glutelinas, 26%
globulinas, histidina
Proteinas 19 — 30% Acido glutamico 17%
Lisina 14%
Aminoacidos de
_ 14%
leucina
Ceras, resinas,
Lipidos 3-13% gomas, aceites No especifica
esenciales
Cenizas 2-5% No aplica No aplica
Concentracion
(mg/kg)
Fosforo 4,600 — 6,000
Minerales 2-5%
Calcio 2,200 - 3,600
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Magnesio 1,900 — 2,400
Potasio 600 — 2,580
Sodio 137 — 309
Hierro 100 — 193
Cobre 11.4-18
Concentracion
(mgl/L)
Colina 1,800
Vitaminas y fenoles 0.7 -2% Vitamina B3 44
Vitamina B5 8.5

Como se mencion6 anteriormente este residuo se utiliza principalmente para el
alimento de animales rumiantes demostrando un incremento en la cantidad de
proteinas de su carne, asi como en la calidad de su leche, se ha comprobado también
que funciona para la alimentacién de peces incrementando hasta en un 30% su masa

corporal (Mussatto, et al., 2006).

Sin embargo, sus caracteristicas quimicas hacen que este residuo sea de gran interés
para ser utilizado en diferentes aplicaciones: recuperacion de arabinosa, xilosa,
produccion de bioetanol (Bado, et al., 2021), produccion de biogas (Carlini, et al.,
2021), produccién de acido lactico, recuperacion de enzimas, cultivo de
microorganismos y hongos (Karlovic, et al., 2020). En el caso de su uso como sustrato
para el cultivo de organismos, algunos de los géneros que se han cultivado con éxito
han sido Pleurotus, Agrocybe, Letinus, Aspergillus y Trichoderma (Nigam & Pandey,
2009).

En cuanto a la produccion y recuperacion de enzimas, esto se ha reportado con éxito
utilizando hongos, estos tienen la ventaja de secretarlas al medio extracelular evitando
asi un proceso de lisis celular, ademas de que actualmente es posible escalar este tipo
de procesos a nivel industrial para poder satisfacer diferentes campos y aplicaciones
(Machado, et al., 2019).
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Fig. 5 Bagazo de malta recuperado después del proceso de maceracion dentro del proceso productivo de cerveza
(Beerlabteam, 2020).

2.2Caracteristicas de los hongos del género Pleurotus.

Como se describié anteriormente el bagazo de malta se compone principalmente de
celulosa, hemicelulosa y lignina. Muchos microorganismos presentan el sistema
enzimatico necesario para poder degradar y aprovechar los primeros dos como fuente
de carbono, sin embargo, para la lignina solo hay un numero limitado de organismos
capaces de degradarla y aprovecharla como fuente de carbono, entre ellos los hongos
de pudricion blanca, la mayoria pertenecen al grupo de los basidiomicetes. Los hongos
del género Pleurotus se caracterizan por tener las enzimas extracelulares necesarias
para degradar este tipo de residuos mediante celulasas, hemicelulasas, lacasas,

peroxidasas, entre otras (Rodriguez, et al., 2018).

Este tipo de hongos se caracterizan por ser comestibles, su consumo ha ido
incrementando debido a su valor nutrimental, propiedades organolépticas, valor
culinario e ingredientes bioactivos. Gracias a estas propiedades se ha comenzado a
implementar como sustituto de carne en dietas humanas (Familoni, et al., 2018). Su
cultivo se realiza en fermentaciéon en fase solida en donde se caracterizan
principalmente las etapas de crecimiento micelial y produccion de carpoforos
(Rodriguez, et al., 2018). Entre los residuos agroindustriales que se utilizan con mas
frecuencia para su cultivo se encuentran aserrin, paja, rastrojo, residuo de café,

algodon, papel, bagazo de cafa de azucar y agave (Stamets, 1993).
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Dentro de los hongos del género Pleurotus se encuentran las especies Pleurotus
djamor y Pleurotus ostreatus, ambos tienen la caracteristica de poseer compuestos
bioactivos con propiedades anticancerigenas, antibioticas, antioxidantes,
antiparasitarias, antiinflamatorias, antidiabéticas, antilipémicos y hepatoprotectoras,
ademas de tener la capacidad de producir biomasa con mayor contenido de nitrégeno
que el sustrato en el que estan creciendo (Salmones , 2017). En la Fig. 6 se muestran
los hongos P. djamory P. ostreatus cultivados con éxito en bagazo de malta a escala

laboratorio

Fig. 6 Hongos P. djamor (a) y P. ostreatus (b) generados en el presente trabajo a escala laboratorio

En la Tabla 2 se muestran las caracteristicas nutrimentales de cada uno de estos

hongos en peso seco (con una humedad entre 79.5 — 90 %):

Tabla 2 Composicion nutrimental de los hongos P. djamor y P. ostreatus adaptado de: Salmones, 2017; Nieto, et
al., 2019.

Pleurotus djamor Pleurotus ostreatus
Carbohidratos 32.7-48.3 37 — 48
Proteinas 20.7 - 28 17 - 42
Grasas 0.11-2.09 05-5
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Fibra 9.1-224 24 — 31

En cuanto a la composicién de aminoacidos (aa) se tiene reportado que ambos hongos
presentan tanto aa esenciales y no esenciales requeridos para una correcta dieta

humana, estos se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3 Aminoacidos presentes en los cuerpos fructiferos de Pleurotus ostreatus y djamor adaptado de: Chirinang

& Intarapichet, 2009; Roman, et al., 2020

Aminodcido Pleurotus djamor (g/100 Pleurotus ostreatus

g de proteina seca) (mg/g peso humedo)
Alanina 5.65 £ 0.005 1.90 £ 0.015
Arginina 9.94 + 0.005 3.26 £ 0.015
Acido aspartico 7.06 + 0.006 2.04 + 0.020
Acido glutamico 9.61 £ 0.005 5.01£0.015
Glicina 15.98 £ 0.01 0.83+0.019
Histidina* 3.21 £ 0.006 0.55+0.012
Isoleucina* 1.39 £ 0.005 0.62 £ 0.007
Leucina* 3.66 £0.002 1.13 £ 0.008
Lisina* 4.02 +0.015 0.71 £0.007
Metionina* 7.65+ 0.01 0.28 £ 0.006
Fenilalanina* 3.96 + 0.0006 0.73 £0.006
Prolina 1.54 £ 0.01 0.29 £ 0.008
Serina 8.86 + 0.005 1.09 £0.009
Treonina* 5.29 +0.01 1.01 £ 0.001
Triptéfano*® 1.32+0.01 0.15 + 0.001
Tirosina 7.11 £0.01 0.57 £ 0.008
Valina* 4.30 £ 0.01 0.91 £ 0.010

* Aminoacido esencial
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Ademas, este tipo de hongos son de interés para algunas dietas por su composicion

mineral, que se muestra en la Tabla 4

Tabla 4 Composicion mineral de los hongos Pleurotus djamor y Pleurotus ostreatus adaptado de Raman, et al.,

2020; Elkanah, et al., 2022

Mineral Pleurotus djamor (mg / Pleurotus ostreatus
kg) (mglL)
Hierro 17.32 £ 0.03 3.35+1.68
Potasio 2,218 £ 0.58 7.66 £ 1.11
Zinc 1.21+£0.00 2.81+0.12
Calcio 49.67 £ 0.04 4.46 £ 1.41
Magnesio 167.37 £ 0.55 3.63+£0.98
Sodio 67.12 £ 0.02 0.13+0.04
Fésforo 503.1 £ 0.1 No detectado

2.3Parametros de evaluacion en el cultivo de hongos

Dentro del proceso de cultivo de hongos existen diferentes parametros que se utilizan

para evaluar la eficacia del sistema productivo que se esta proponiendo. Estos

parametros son:

¢ Eficiencia Bioldgica (EB): expresa el grado de bioconversién de energia a partir

del sustrato utilizado para el hongo durante su desarrollo, este se representa

como la relacion que existe entre el peso fresco de los cuerpos fructiferos

producidos por el hongo y el peso seco del sustrato empleado, a partir de la

siguiente ecuacién (Ardon, 2004):

EB =¥ 4 100

Pss

En donde:

(1)

Pfcf: Peso fresco cuerpos fructiferos
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Pss: Peso seco sustrato

e Periodo productivo (PP): Se define como el tiempo transcurrido desde la
siembra del micelio en el sustrato hasta que se toma la ultima cosecha de

cuerpos fructiferos con la ecuacion:
PP = Dsm — Ducf (2)
Donde:
Dsm: Dia de siembra del micelio
Ducf: Dia ultima cosecha de fructificaciones

e Tasa Productiva (TP): Se obtiene al dividir la Eficiencia biolégica entre el periodo

productivo con la ecuacion (Rodriguez, et al., 2018):

TP = — (3)

e Rendimiento: Relacion presentada en porcentaje entre la cantidad de un
producto y los factores que se utilizan para su obtencién, en este caso es un
parametro de productividad y se define como la relacion entre el peso humedo
de las fructificaciones y el peso final del sustrato humedo con la ecuacion
(Castillo & Martinez, 2022):

R =2 100 (4)
PfRRH
Donde:

PfRRH: Peso fresco del residuo remanente de hongo

La evaluacién de estos parametros es importante al momento de tomar decisiones
correspondientes al escalado del proceso, asi como a las pertinentes al uso de un
sustrato de una unica fuente, o bien combinado con otro tipo de materiales para que

estos valores incrementen.
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2.4Generacioén y aprovechamiento de un nuevo residuo

Después de la cosecha del cuerpo fructifero de los hongos se genera un nuevo
residuo, conocido como Residuo Remanente de Hongo (RRH) mostrado en la Fig. 7,
aproximadamente por cada kilogramo de cuerpo fructifero generado se producen 5 kg
de RRH (Kwiatkowski & Harasim, 2021) este tipo de residuos cuando es desechado
de manera incorrecta en vertederos conlleva a problemas como dafio ecoldgico,
contribucion al calentamiento global por emisiones de dioxido de carbono y metano,
asi como a la contaminacion de agua y acumulacion de metales en el suelo (Vats, el
al., 2022).

Sin embargo, este residuo puede ser aprovechado nuevamente dentro del marco de
la economia circular. Dentro de su composicidn se encuentra micelio, enzimas
extracelulares y sustrato lignocelulésico no utilizado. Este residuo se ha aprovechado
para la produccion de biogas, recuperacion de enzimas como amilasas, celulasas,
xilanasas, lacasas entre otras mas, produccion de biofertilizante, degradacién de

pentaclorofenol y como suplemento de alimentos para animales (Lim, et al., 2013).

Fig. 7 Residuo Remante de hongo (RRH) obtenido tras la cosecha de hongos

2.4.1 EIl mercado enzimatico actual
Las enzimas tienen diversas aplicaciones, en la industria biotecnoldgica, textil, de

alimentos, papelera, detergentes, entre otras. En la Tabla 5 se muestran las enzimas
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con su respectivo sustrato, valor agregado en el mercado, crecimiento, prediccidon a

futuro, grupos de enzimas que lo conforman e industria en donde se aplican.

Tabla 5 Caracteristicas y aplicaciones de diferentes enzimas a nivel mundial adaptado de: Future Market Insides,
2022; Coherent Market Insights, 2023; Shraddha, et al., 2011; Arregui, et al., 2019; Persistence market research,
2023; Dataintelo, 2022; Future Market Insights, 2023.

Celulasas Lacasas Amilasas Xilanasas
Sustrato Celulosa Lignina, Almidén Xilano /
compuestos hemicelulosa
fendlicos
Valor  del | USD $1,621 | USD $3 millones | USD 728.7 millones
mercado millones $1,357.2
mundial millones
2022.
Crecimiento | 6.9% (2032) 4.3 % (2028) 5.1 % (2030) | 5.9 % (2030)
anual
compuesto
calculado
(afo)
Prediccion | USD  $3153.1 | USD $4 millones | USD 1292.8 millones
del valor del | millones (2032) | (2028) $1,772.3 (2030)
mercado millones
(afho) (2030)
Grupos de | Endo-(1,4)-B- T1 aamilasas |Endo - B -
enzimas glucanasa T2 B amilasas | xilanasa.
Exo-(1,4)-B- T3 Yy amilasas B — xilosidasa
glucanasa
B glicosidasas
Industria de | Textil, papelera, | Textil, Alimenticia, | Biocombustibles,
aplicacién alimenticia, alimenticia, bebidas, farmacéutica,
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bebidas, farmacéutica, detergentes, | papelera,

agricultura, biorremediacion, | textil, alimenticia,
biocombustibles, | nanotecnologia, | papelera, bebidas, entre
entre otras entre otras bioenergia, | otras

entre otras

2.4.2 Laindustria textil y la aplicacion de enzimas
Actualmente la industria textil utiliza un aproximado de 700,000 toneladas de
colorantes para la produccién de 30 millones de toneladas de ropa, esto ha conllevado
a una produccidén excesiva de efluentes contaminantes que causan una serie de
problemas graves al ambiente, si bien, este tipo de efluentes se pueden procesar
mediante tratamientos quimicos o fisicos, la realidad es que estos son lentos, costosos
y generan nuevos lodos contaminantes, sin embargo, hoy en dia existe una nueva
alternativa para el tratamiento mediante procesamientos bioldgicos, que ademas de

ser econdmicos son amigables con el medio ambiente (Rhadika, et al., 2014).

Los colorantes sintéticos del grupo azo son los que se emplean con mayor frecuencia
en la industria textil, estos se caracterizan por tener un grupo funcional representados
mediante el enlace -N=N-, se estima que la concentracibn de estos en aguas
residuales de las empresas textiles varia entre 100 a 500 mg/L ademas de ser poco

biodegradables y persistentes (Martinez, et al., 2018).

En la Tabla 6 se muestran algunas de las alternativas fisicoquimicas con sus
respectivas ventajas y desventajas, sin embargo, muchas de estas tecnologias aunque
estan disponibles en el mercado son altamente especificas, con costos elevados y no
aplican para una amplia variedad de colorantes ademas de que no resuelven el

problema de la decoloracion.
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Tabla 6 Ventajas y desventajas de diferentes métodos fisicoquimicos empleados en la decoloracién de colorantes
textiles (Cortazar,, et al., 2012).

Tipo de | Método Ventajas Desventajas
método

Adsorcion Remocion eficiente = de  varios | Materiales especificos de alto costo
colorantes usando silica y materiales | y pérdidas de estos en Ila
celulésicos. regeneracion.

Fisico Filtracién por | Util para remover colorantes en bajas | Altos costos.

membrana concentraciones.

Intercambio Muy efectivo para remover colorantes | Utiliza solventes organicos de

idnico catioénicos y aniénicos. elevado precio comercial.

Electroquimico | Eficiente remocion de colorantes y | Alto uso de electricidad y costo
degradacion de contaminantes sin | elevado de la misma.
generar subproductos toxicos o lodos.

Oxidacién Es uno de los métodos mas usados y | El reactivo de Fenton conlleva a la
eficientes, utiliza quimicos como el | formacion de lodos, el uso de
reactivo de Fenton, hipoclorito de sodio | hipoclorito de  sodio  genera
u 0zono. subproductos téxicos y

cancerigenos.
Quimico

Fotoquimico Degrada moléculas organicas en CO2y | Se pueden generar subproductos
agua con cortos tiempos de exposicién | como halogenuros, metales, acidos
y sin generacion de lodos. y aldehidos que pueden tener

repercusiones negativas ademas de
tener costos elevados.

Coagulacién Buena eficiencia de remocion en | Genera una alta cantidad de lodos

periodos cortos de tiempo y bajos

costos de inversion.

ademas de altos costos asociados a

la disposicion de estos.

Dentro de este grupo de colorantes se ha reportado que pueden llegar a ser

extremadamente carcinogénicos y téxicos tanto para el medio ambiente como para el

humano, por esta razon el interés de su correcta degradacion ha ido incrementando

con el tiempo. Existen métodos biolégicos que han demostrado ser potencialmente

eficientes para la degradacion de colorantes sintéticos en donde se utilizan

microorganismos o sus enzimas (lark, et al., 2019). Para Pleurotus ostreatus se ha

demostrado su capacidad para degradar colorantes textiles como azul de bromofenol,
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verde brillante, rojo metil (Rhadika, et al., 2014), Azul brillante de Ramazol R (Lim, et
al., 2013), Rojo Congo (Vats, et al., 2022), amarillo dorado, 2-6 dimetoxifenol (Martinez,
et al., 2018) alcanzando hasta un 49% de remocion en este ultimo (Vats, et al., 2022),
ademas de reducir el porcentaje de inhibicion causado por este tipo de colorantes
hasta en un 75% (lark, et al., 2019).

En el presente proyecto se propone la decoloracion de rojo Congo y azul de bromofenol
a partir de extractos crudos enzimaticos recuperados del RRH. El primero de estos
colorantes es un colorante sintético acido di azoico (National Center for Biotechnology
Information, 2024), considerado carcinogénico debido a la presencia de una amina
aromatica en su estructura, ademas de ser resistente a la degradacion natural debido
a la presencia de estructuras aromaticas. Su uso en la industria textil se debe
principalmente a sus propiedades como una amplia gama de tonos, resistencia a la
decoloracion y bajo coste de energia para su aplicacién (Harja, et al., 2022). En la Fig.
8 se muestra la estructura del rojo Congo en donde se puede apreciar la presencia de

los 2 enlaces azo ademas de 8 anillos aromaticos.

H,N
Fig. 8 Estructura del colorante rojo Congo (National Center for Biotechnology Information, 2024)

El azul de bromofenol es un colorante trifenilmetano utilizado tanto en investigacion
como colorante para telas como seda o piel, este es catalogado como toxico,
persistente y altamente contaminante en el agua debido a su alta solubilidad y

estabilidad que causa danos a la vida acuatica incluso en bajas concentraciones
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(Anyanwu, et al., 2023). En la Fig. 9 se puede observar la estructura del colorante con

los 3 anillos aromaticos que le dan su alta estabilidad.

OH
Br Br
Br
OQ\ /
/S
O/ Br

Fig. 9 Estructura del azul de bromofenol (National Center for Biotechnology Information, 2024)

2.4.3 El uso de RRH como biofertilizante
Actualmente existe un problema ligado a la calidad del suelo para su uso en el cultivo
de diferentes plantas, esto se ha dado debido al excesivo cultivo que conlleva a la
erosion, decremento de nutrientes y materia organica del mismo, provocando asi una
disminucién en la fertilidad de este lo que conlleva a complicaciones en la agricultura

(Queensland Government, 2023)

Una de las alternativas que se emplean desde el siglo XX y a la cual se le atribuye un
incremento del 50% de la produccién de los campos en ese periodo de tiempo, es el
uso de fertilizantes quimicos que proveen de nutrientes como nitrégeno, fésforo y
potasio al suelo, sin embargo, el uso inapropiado de este producto tiene efectos
negativos en el suelo al alterar el pH, incrementar su acidificacion, reducir el carbono
organico y organismos benéficos afectando el crecimiento de cultivos de interés

agricola y el rendimiento de sus frutos (Krasilnikov, et al., 2022).

Existen otras posibles soluciones a esta problematica, al utilizar el RRH como
biofertilizante, se ha reportado que provee de ventajas como: incrementar el
rendimiento de cultivos, bajar precios, restaurar la estructura del suelo, mejorar la
retencion del agua, evitar inundaciones y reducir la necesidad de fertilizantes

inorganicos (Pathak, et al., 2021).
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Como fertilizante el RRH es una buena fuente de fésforo, potasio, calcio, magnesio,
hierro, manganeso, zinc, cobre y nitrégeno. Sin embargo, este no contiene la cantidad
de nitrégeno necesaria para el crecimiento 6ptimo de una planta, ademas de que cada
tonelada de RRH contiene 8 kg de N y 1.5 kg de P con una biodisponibilidad del 20%

y 100% respectivamente (Velusami, et al., 2021).

En cuanto a la cantidad de carbono se tiene que por cada kilogramo entre 239 — 244.3
gramos para RRH de Pleurotus ostreatus y nitrogeno de 6.65 — 7.71 gramos, dando
como resultado una relacion C/N de 34.06 — 40.20 (Nadhim, et al., 2017). Un suelo
sano debe de tener una relacién C/N entre 8.5 y 11.5, sin embargo, cuando se habla
de compostaje este valor puede estar entre 25 y 40 (Urbanisme, s.f.). Debido a esto
existen estudios en donde el RRH se suplementa con un fertilizante comercial
(Kwiatkowski & Harasim, 2021) o bien con composta previamente realizada (Oliveira,
et al., 2021).

Los resultados de estos estudios indican que si bien, el realizar este tipo de
suplementaciones pueden ayudar a obtener mayores rendimientos, crecimientos mas
rapidos y una mayor cantidad de aceites esenciales y antioxidantes, también se ha
demostrado que el RRH por si solo funciona como un buen fertilizante al hacer que los
cultivos tengan mejores rendimientos a comparacion de cuando este suplemento no

es utilizado.

Actualmente una de las frutas mas consumidas a nivel nacional es el jitomate cuyo
consumo asciende hasta los 13.4 kg per capita anual, siendo un alimento altamente
atractivo para la poblacion en general debido a que posee nutrientes como las
vitaminas A, B1, B2 y C, fibra y minerales como potasio, calcio, fésforo, entre otros
(Serrano, et al., 2023).

México es uno de los 10 principales productores a nivel mundial con un crecimiento de
un 9.5% en la ultima década. En 2020 se produjeron 4.137 millones de toneladas de
esta fruta siendo San Luis Potosi el segundo mayor productor a nivel nacional con un

aporte del 11%. En el pais unicamente el 15% del territorio nacional es apto para su
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uso en el sector agricola, esto debido a que el suelo de otras regiones es demasiado

arido o corresponde a zonas sumamente montanosas (Ascenza, 2024).

lll. Justificacion

México es el cuarto productor a nivel mundial de cerveza, esto ha conllevado también
a una alta generacién de residuos como el bagazo de malta que cuando no es
aprovechado de manera correcta termina en vertederos municipales. Sin embargo, en
la actualidad se han reportado la aparicion de vertederos clandestinos que se
encuentran muy préximos a zonas residenciales provocando problemas en la salud de

las personas, asi como también medio ambientales por la falta de regulacion.

Este residuo debido a la humedad que presenta tiende a descomponerse de manera
rapida. Dado a su composicion quimica, en su mayoria por material lignocelulésico,
este residuo se podria emplear en aplicaciones como el cultivo de hongos comestibles
del género Pleurotus, ademas de que una vez cosechados los cuerpos fructiferos el
RRH se puede utilizar para la recuperacién de enzimas con diferentes aplicaciones

biotecnolégicas, asi como también un suplemento de suelo para el cultivo de plantas.

De esta manera se puede dar la migracion de un modelo econémico lineal en las
cervecerias hacia uno circular en donde se comiencen a valorizar los residuos como
nuevas materias primas para la obtencién de diferentes productos de valor agregado,

en donde se promueva también a la economia y a la investigacion local.

Asi mismo, mediante este trabajo se puede cumplir con al menos 4 de los ODS
establecidos por la ONU en el afio 2015 como son los numeros: 2, hambre cero; 9,
industria innovacion e infraestructura; 11, ciudades y comunidades sostenibles; 12,

produccion y consumo responsable.
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IV. Objetivos

4.10bjetivo general

Aprovechar el bagazo de malta proveniente de la Microcerveceria “La Legendaria” de
manera sustentable, para el cultivo de los hongos Pleurotus ostreatus y Pleurotus
djamor a escala piloto, e impulsar el modelo econdmico circular local y el cuidado al
ambiente, cumpliendo con 4 de las ODS (hambre cero; industria, innovacion e
infraestructura; ciudades y comunidades sostenibles; produccion y consumo

responsables) establecidas por la ONU.

4.20bjetivos especificos

1. Establecer el procedimiento a escala piloto para el cultivo de los hongos
Pleurotus ostreatus y Pleurotus djamor utilizando bagazo de malta como
principal sustrato.

Realizar los analisis proximales de los cuerpos fructiferos generados.
Analizar la actividad enzimatica de los extractos fungicos obtenidos del RRH
con actividad de amilasas, celulasas, lacasas y xilanasas.

4. Estimar la capacidad de degradacion de los colorantes rojo Congo y azul de
bromofenol por los extractos enzimaticos recuperados.

5. Utilizar el RRH como un suplemento de suelo para el cultivo de jitomate.
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V. Hipétesis

Si se logra aprovechar el bagazo de malta obtenido de la industria cervecera para el
cultivo de hongos del género Pleurotus entonces se pueden obtener 3 bioproductos de

interés como lo son:

1) Cuerpos fructiferos comestibles
2) Enzimas lignoceluloliticas con aplicacion en biorremediacion
3) Composta a partir del Residuo Remanente de Hongo

Promoviendo asi el modelo econémico circular local en San Luis Potosi
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VI. Metodologia

6.1 Analisis de materia prima

6.1.1 Prueba de compactacién del bagazo
Se pesod un tubo de ensayo de 20 mL, se llen6 hasta % partes con bagazo y con una
espatula se compacto hasta su maximo punto, se tomo la medida hasta el nivel del

bagazo, se volvid a pesar el tubo y se realizo la siguiente operacion:

Peso de tubo con bagazo—peso de tubo solo (5)

Indice de compactacion = -
Medida del bagazo en el tubo

6.1.2 Preparacion del extracto liquido
Se tomaron 25 mL de agua, se coloco el bagazo de malta hasta que se cubriera en su
totalidad con el liquido, se agitd por 15 minutos a 100 rpm, la muestra se filtré, se
recupero el sobrenadante para posteriormente ser centrifugado a 4,500 rpm durante
15 minutos. Nuevamente se recupero el sobrenadante y se almacend a 4°C para sus

posteriores analisis (Diario Oficial de la Federacion, 2012).

6.1.3 Analisis por sélidos suspendidos del exudado
Se tomd una muestra de 200 uL del liquido preparado (5.1.2) la cual se dispuso en un

refractometro para posteriormente realizar la medicion de los grados Brix obtenidos.

6.1.4 Medicion de pH
Se realiz6 la medicidn con potencidémetro del liquido preparado (5.1.2) (Diario Oficial
de la Federacion, 2012).

6.1.5 Analisis de azucares reductores del exudado
Se tomo una muestra de 20 pL del liquido preparado (5.1.2) que se mezclé con 20 pL
de DNS (Anexo 10.1). La temperatura de la mezcla se elevé a 94°C por un periodo de
4 minutos para posteriormente enfriarla hasta temperatura ambiente. Se tomé la

lectura de absorbancia a 540 nm (Miller, 1959).
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6.1.6 Analisis de humedad del bagazo de malta

Se secd un crisol de porcelana a 135°C en horno de aire caliente por un periodo de 1
h, posteriormente se dejo enfriar en un desecador hasta alcanzar temperatura
ambiente, se agregaron 2 g de bagazo de malta. La muestra se paso6 al horno a 135
°C por un periodo de 2 h. Terminado el tiempo el crisol con la muestra se dispuso en
el desecador hasta alcanzar temperatura ambiente para ser pesada nuevamente. El
porcentaje de humedad se determiné mediante la formula 6. Adaptado de (Padmore,
1990).

peso muestra himeda— peso muestra seca—peso del contenedor

% Humedad =

«100 (6)

peso muestra humeda—peso del contenedor
6.2 Cultivo de hongos

Se realizaron mezclas con diferentes proporciones de bagazo de malta y rastrojo de
maiz, se hicieron 5 combinaciones diferentes siendo 90%, 88%, 86%, 84% y 82% p/p
de bagazo de maltay 10%, 12%, 14%, 16% y 18% p/p de rastrojo de maiz. Para todas
las mezclas realizadas se adicion6 cal correspondiente a un 5% del peso seco del peso
total. Se tomaron muestras de las mezclas realizadas y se repitieron las pruebas del
punto 5.1. En cuanto al control empleado, este se realizé con rastrojo de maiz
adicionado también con la misma proporcion de cal y con una humedad relativa del
70%. Las mezclas y los controles se esterilizaron por un periodo de 60 min. Se dejé
enfriando por un periodo de 24 h o hasta alcanzar la temperatura ambiente para

posteriormente inocular un 20% p/p de micelio de hongo en cada uno de los sustratos.

6.3Diseino de invernadero a escala piloto

Para el montaje del invernadero se siguio el prototipo que

se muestra en la Fig. 10, los materiales utilizados fueron:

3o oonN

tuberias de PVC de 34”, plastico de polietileno, registrador

de humedad, temperatura y CO2, controlador de humedad

que permita que esta se mantenga en un rango de 70-80%,

3 n0m®e

%
%

atomizador ultrasonico, controlador de temperatura para

90 cm
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mantenerla en un rango de 18-25°C, enfriador, un inyector y extractor de aire que se

activen 1 vez cada dos horas y 1 ventilador.

6.40btencion de parametros de crecimiento de hongos

Los parametros descritos en la seccion 1.8, se utilizaron para poder llevar a cabo la

comparacion de la eficiencia del crecimiento de los hongos en los diferentes sustratos.

6.5Analisis proximales de los cuerpos fructiferos

6.5.1 Determinacién de humedad

Se siguid el mismo procedimiento anteriormente descrito en la seccion 5.1.6.

6.5.2 Determinacion de cenizas
Se tomaron las muestras del punto 5.5.1 y se colocaron en la mufla (Thermo Scientific,
F48055-60, USA) a una temperatura de 600°C por 2 h. Se dejo enfriar en desecador y
posteriormente se peso, acorde a la metodologia modificada de (Association of Official
Analytical Chemists, 1990).

Peso seco muestra—peso cenizas

% Cenizas = * 100 (7)

peso seco muestra

6.5.3 Determinacion de lipidos totales

Se pesaron 0.50 g de muestra seca y se colocaron en un papel filtro de 4.5*4.5 cm
previamente pesado, este se enrollé sobre si mismo hasta quedar en forma de cilindro
y doblar las esquinas para evitar que el contenido se derramara. El papel filtro con la
muestra se coloco en un extractor micro Soxhlet con 20 mL de éter de etilo, el extractor
se conectd a un sistema de enfriamiento con agua a 10°C. La extraccién se llevé a
cabo a 45°C hasta completar 5 ciclos de recirculacion del éter de etilo. Una vez
completados los ciclos los papeles se dejaron secando en la campana de extraccion
por 24 h, pasado este tiempo se pesaron nuevamente. El porcentaje de lipidos se
obtuvo con la siguiente férmula: (Association of Official Analytical Chemists, 1990)

(Peso muestra+Peso papel filtro)—peso papel filtro con muestra post tratamiento

* 100

%lipidos =
(8)

(Peso muestra+Peso papel filtro)
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6.5.4 Determinacién de nitrégeno total
Se pesaron de 0.3 g a 0.4 g de muestra seca y se colocaron en un tubo Kjeldahl,
posteriormente se adiciono 1 g de catalizador (4.98 g de sulfato de potasio y 0.02 g de
sulfato de cobre pentahidratado) y 2.5 g de acido sulfurico concentrado. El tubo se
calent6 a una temperatura de 550°C en un digestor Kjeldahl hasta observar el cambio
de coloracién de negro a transparente. El tubo se retird del digestor y se dejo enfriar
hasta temperatura ambiente para posteriormente agregar 10 mL de agua destilada. La
muestra se coloco en un destilador y una vez que esta empezo a ebullir se agregaron
10 mL de hidroxido de sodio al 60%. El destilado se recibié en un matraz Erlenmeyer
de 125 mL con 5 mL de solucién saturada de acido borico y 2-3 gotas de indicador rojo
de metilo — azul de metileno. Cuando se recolecté un aproximado de 50 mL de muestra
en el matraz este se retird del destilador y se titulé con una solucion de acido clorhidrico

0.1N hasta observar el cambio de un color verde a violeta claro.

El célculo del porcentaje de proteina se hizo a partir de la ecuacion: (Association of
Official Analytical Chemists, 1990)

(V HCU)(N HCL)(Meq N)(6.25)(100)
a

% proteina = (9)
En donde:

V HCI: volumen de acido clorhidrico gastado en la titulacién

N HCI: normalidad del &cido clorhidrico

Meq N: miliequivalentes del nitrégeno (0.014)

a: peso de la muestra

6.5.5 Determinacién de fibra cruda
Se pes6 1 g de muestra seca que se colocd en un matraz Erlenmeyer al cual se le
adicionaron 50 mL de acido sulfurico al 1.25%, se calenté a reflujo durante 30 minutos.
Una vez terminado el tiempo se le adicionaron 50 mL de hidréxido de sodio al 3.52%
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se calentd a reflujo durante 30 minutos. Posteriormente, se tomd un papel filtro
Whatman #2 previamente secado y pesado para filtrar el contenido de la digestiéon. Se
hicieron 3 lavados con agua desionizada a 80°C. El papel filtro y su contenido se
dispusieron en un crisol previamente secado y pesado, este se llevd a una mufla a
135°C por 2 horas para después enfriar en un desecador hasta temperatura ambiente.
El crisol con la muestra se pesO, posteriormente la muestra se calcind a una
temperatura de 550°C por 20 minutos para después ser enfriada en un desecador
hasta temperatura ambiente. Se registré el peso obtenido y se empled la siguiente
férmula para obtener el % de fibra cruda (Association of Official Analytical Chemists,
1990).

[(Wl _Wpapel filtro)_Wz]

Wmues tra

%fibra cruda = * 100 (10)

En donde:
W1: Peso del papel filtro con muestra después del secado a 135°C por 2 horas
W2: Peso del papel filtro con cenizas después de la calcinacion

6.5.6 Determinacién de contenido fendlico total

Se pesaron 0.15 g de muestra seca, se maceraron en una solucion de metanol al 80%
en una relacion 1:20 durante un periodo de 15 minutos con agitacién constante, se
dejo reposando en un frasco ambar durante un periodo de 7 dias y posterior a ello se
filtré. Se tom6 1 mL y se evaporo el solvente de los extractos en 195 minutos en un
Centrivap a TA (Eppendorf, Germany). Los estandares empleados fueron: 0, 50, 100,
150, 200, 250 y 300 pg/mL en metanol agua 50:50 v/v. Se mezclaron 5 uL de muestra
o del patrén con 50 pL de reactivo Folin-Ciocalteu 2 N (Sigma, EUA), 500 pL de agua
miliQ y 400 uL de Na2CO3 1M, se agité por 10 segundos. Se calent6 la muestra a 45°C
por 15 minutos. Se midi6 la absorbancia a 750 nm. El resultado se expres6 como mg
equivalentes de acido galico por gramo de hongo seco (mg EGA/g muestra seca)
modificado de (Gutiérrez, et al., 2008).
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6.5.7 Determinacion de carbohidratos totales
La cantidad de carbohidratos se realiz6 a partir del siguiente calculo: (Elkanah, Oke, &
Adebayo, 2022), que corresponde a la diferencia del valor de 100 menos el contenido

de los otros componentes.
% carbohidratos = 100 — (% proteinas + % cenizas + % lipidos + % fibra) (11)

6.6 Recuperacién y analisis de extractos enzimaticos

6.6.1 Recuperacion de enzimas
Se prepard una solucion de citrato de sodio 50 mM pH 4.5. Se recupero el sustrato
remanente de hongo y se mezcld con la solucién en una relacion 1:20 (en este caso 5
g de RRH con 100 mL de solucion), se agitoé la mezcla por un periodo de 180 minutos
a 200 rpm a temperatura ambiente, posteriormente se filtrd, se centrifugé por 15
minutos a 4,500 rpm, se recolectd el sobrenadante en tubos Falcén de 50 mL y se
almacen6éa -20°C. Modificado de (Vats, et al., 2022).

6.6.2 Concentracion de extractos enzimaticos
Las muestras se sometieron a un proceso de liofilizacion (Freezone 2.5, Labconco,
USA) por un periodo de 16 horas a una presion de 1.650 mBar y temperatura de -45°C.
Una vez pasado el tiempo las muestras se almacenaron en congelacién a una

temperatura de -20°C para sus posteriores analisis.

6.6.3 Analisis de concentracion de proteinas
Se realizé una mezcla de 2 L del extracto recolectado de la seccion 5.6.1 con 158 uL
de agua desionizada y 40 uL de reactivo de Bradford (Bradford, 1976), se dejo
reposando por un periodo de 5 minutos a temperatura ambiente posteriormente se

tomo la lectura de absorbancia a una longitud de onda de 595 nm.

6.6.4 Estandarizacion de los extractos enzimaticos
Una vez concentrados los extractos (5.6.3) se realiz6 una estandarizacién, de manera
que todos los extractos tengan la misma cantidad de proteinas. Las muestras se

llevaron a un volumen total de 1 mL utilizando la ecuacién:
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GVy =GV, (13)

6.6.5 Ensayos cuantitativos

6.6.5.1 Reaccion enzimatica
La reaccion enzimatica se llevd a cabo por un periodo de 3 h utilizando 100 uL del
sustrato con la fuente de carbono de interés y 100 pL del extracto enzimatico. Una vez
finalizado el tiempo se tomd una alicuota de 20 pL de la muestra y se mezclaron con
20 uL de DNS. La mezcla se elevé después a una temperatura de 95°C por un periodo
de 4 minutos y se enfrié hasta alcanzar la temperatura ambiente. Posteriormente se
midio la absorbancia a 540 nm para la actividad de amilasas, celulasas y xilanasas
utilizando un espectofotémetro (Nanodrop, Thermo Scientific, USA). Las condiciones

para cada uno de los ensayos enzimaticos se muestran a continuacion:

Amilasas: La reaccion se llevé a cabo a una temperatura de 61°C. El sustrato se
prepard en una solucion con almidén soluble al 0.5% en buffer de acetato de sodio 100
mM pH 5.

Celulasas: La reaccion se llevo a cabo a una temperatura de 37°C a 120rpm. Para el
sustrato se utilizé una solucién con Carboximetilcelulosa al 0.5% en buffer de acetato
de sodio 100 mM pH 5 (Castillo & Martinez, 2022).

Xilanasas: La reaccion se realizé a 37°C a 120 rpm con una solucion de xilano 1% en
buffer de acetato de sodio 100 mM. (Lim, et al., 2013).

Lacasas: La reaccion se llevo a cabo utilizando un buffer de acetato de sodio 50 mM
pH 4.65 con 1mM de ABTS a 40°C. Después de 10 min tras la adiciéon de 100 uL de
acido tricloroacético al 20% (p/v) se detuvo la reaccion. La oxidacién de ABTS se
determiné tras la lectura a 415 nm usando la siguiente ecuacion basada en la ley de
Beer — Lambert. (Lopez & Paz, 2023); (Solis, et al., 2007):

U__24bs 4 1.000,000 (14)
L ExVm*trxn
En donde:

60



AAbs= Cambio en la absorbancia tras la reaccién enzimatica

e= Coeficiente de extincion molar del ABTS a 415 nm (36,000 mM-1 cm-1)
Vm= Volumen de la muestra (L)

trnx= Tiempo de reaccion

6.7 Decoloracién de rojo Congo y azul de bromofenol

Se realiz6 la extraccion del RRH de ambos hongos con 3 diferentes buffers: agua de
grifo, citrato de sodio 50 mM pH 4.5 y fosfato de sodio 50 mM pH 7.0 en una relacion
1 g: 20 mL de buffer de extraccion con una agitacién de 200 rpm durante 3 h (Lim, et
al., 2013), posteriormente los extractos se congelaron a -20°C. Estos se liofilizaron
después por un periodo de 24 h con una presion de 1.650 mBar a una temperatura de
-50°C, se repitio la medicion de proteinas por el método de Bradford y el analisis de

lacasas.

Se prepararon 2 soluciones de colorantes una de azul de bromofenol (Rhadika, et al.,
2014) y otra de rojo Congo (Vats, et al., 2022), ambas se realizaron utilizando una
concentracion de 0.05% w/v de colorante en buffer de citrato de sodio 50 mM pH 4.8
(Lim, et al., 2013). Los ensayos se realizaron por triplicado empleando 5 relaciones
diferentes de enzima: colorante (20:80,40:60,50:50,60:40,20:80), los ensayos fueron
realizados bajo las siguientes condiciones: a 32°C y 4°C con agitacion (150 rpm) y sin

agitacion.

Las lecturas se tomaron cada 24 h por un periodo de 120 horas a una longitud de onda
de 592 nm para azul de bromofenol y 498 nm para rojo Congo (Rafique, et al., 2021)
utilizando una muestra de E. coli como control negativo ya que no cuenta con la
maquinaria enzimatica necesaria para llevar a cabo el proceso de decoloracion. El
porcentaje de remocion se calculd a partir de la siguiente ecuacién obtenida a partir de

un balance de materia y la formula de porcentaje de variacion:

» Absi — Abs f
% Remocion = Ahs i * 100
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En donde:
Abs i: Absorbancia de la muestra inicial
Abs f: Absorbancia de la muestra final

6.8 Crecimiento de jitomate con RRH como suplemento de suelo

6.8.1 Variacion de RRH con tierra de cultivo en un sistema de hidroponia
Este experimento se realizé con el objetivo de determinar la influencia de la adicion de
RRH en la tierra para el cultivo de semillas de jitomate en condiciones de hidroponia
controladas en donde los nutrientes provenian unicamente de la tierra ya que el agua

utilizada fue de la llave sin sales adicionadas.

Los ensayos se llevaron a cabo utilizando dos muestras control una correspondiente
unicamente a la tierra de cultivo (control tierra o CT por sus siglas) y otro control con
unicamente RRH como material de cultivo (CRRH por sus siglas) y 2 muestras
problema las cuales se prepararon adicionando RRH a la tierra de cultivo con una
concentracion de (Bajo RRH o BRRH por sus siglas) 14.218 g/L y 28.571 g/L, (Alto
RRH o ARRH por sus siglas) correspondientes a 497.6225 q/hay 10,000 q/ ha (donde
g / ha corresponde a quintal/ hectarea) (Pathak, et al., 2021).

Las mezclas realizadas se colocaron en charolas para sistema de hidroponia (IDOO
Herb Garden Systems 12) con las paredes cubiertas con gasa estéril. Para cada una
de las charolas se colocaron 4 semillas de jitomate, el sistema fue llenado con agua
de la llave sin nutrientes adicionados, funcionando en ciclos de 12 hde luzy 12 h de

oscuridad.

6.8.2 Medicion de parametros de crecimiento

6.8.2.1 Evaluacion de la planta madura
Tras 45 dias desde la siembra de las semillas se recolectaron las plantas y se midio el
tamano del tallo, el numero de hojas y el tamano de la raiz. Posteriormente se secé
toda la planta siguiendo el procedimiento descrito en la seccién 5.1.6 para determinar

la humedad y el peso seco (Oliveira, et al., 2021).
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6.8.3 Crecimiento de jitomate en tierra suplementada con RRH y con

composta a partir de RRH

6.8.3.1 Elaboracién de la composta
Se elaboraron 2 compostas a partir de las cantidades de RRH para baja y alta
concentracion del apartado 5.8.1. La composta de Bajo RRH (CBRRH) se realizé con
las siguientes proporciones 14.218 g de RRH, 1 litro de tierra y 14 g de
microorganismos de la montafa de la marca comercial Lupita Bonita, mientras la
composta Alta (CARRH) se hizo con 28.571 g de RRH, 1 litro de tierra 'y 14 g de
microorganismos de la montaia. Las mezclas se almacenaron por 30 dias y cada 4

dias se revolvia su contenido interno para promover la aireacion del sustrato.

6.8.3.2 Determinacion de la humedad de la composta

Se siguid el mismo procedimiento descrito en la seccion 5.1.6

6.8.3.3 Diseno experimental y tratamientos
Se utilizaron 8 bandejas de propagacién con 12 cavidades cada una de dimensiones
3.8"3.8*5 cm, de las cuales se emplearon 10 para cada uno de los tratamientos, y en
cada cavidad se sembraron 10 semillas. Cada bandeja correspondié a un tratamiento
diferente cuya distribucion fue realizada a partir de un disefio de bloques aleatorio. Los
experimentos se llevaron a cabo utilizando 8 tratamientos: control positivo unicamente
tierra, control negativo unicamente RRH, las 2 proporciones de la seccion 5.8.1, las 2
de la seccién 5.8.3.1 y 2 mas del punto 5.8.3.1 pero esterilizadas con el fin de obtener
informacion sobre el efecto de los microorganismos en la tierra para el crecimiento del
jitomate. Los experimentos se distribuyeron acorde a la Fig. 11 en donde cada uno de
los bloques corresponde a un tratamiento cuya distribucién espacial fue hecha de

forma aleatoria

CRRH como

control negativo

ARRH
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Control positivo BRRH

CARRH CARRH estéril

CBRRH CBRRH estéril

Fig. 11 Disefio de bloques aleatorizado para la distribucién de las bandejas de los experimentos realizados

6.8.3.4 Analisis microbiolégico de los sustratos
Se tomoé una asada de cada tratamiento y fue cultivada en PDA y PDB para
posteriormente ser analizada al microscopio y realizar analisis morfolégicos de los

microorganismos obtenidos.

6.8.3.5 Determinacion del pH de los sustratos para el crecimiento de
jitomate

Se siguio la metodologia descrita en la seccién 5.1.4

6.8.3.6 Evaluacién de las variables de crecimiento de las plantas maduras
Se registro el tiempo de germinacion de las plantas, 35 dias después del primer brote
se realiz6 un conteo de plantas en cada una de las bandejas, el numero de hojas
reales, el tamano de tallo y raiz, asi como la determinacion del peso seco y humedad

de las plantas.

6.8.3.7 Determinacion de la concentracién de clorofila
Se pesaron 0.5 g de tejido foliar que se corté en pequenos pedazos para ser secados
con nitrégeno liquido y triturados para después ser macerados en 5 mL de acetona al
80% por 24 h, posteriormente se centrifugd a 2,000 rpm por 10 minutos. Se recupero
el sobrenadante y se aforo hasta 6 mL con acetona al 80%, la absorbancia se midié a
663 nm y 646 nm. La concentracién de cada pigmento en pg/g se determiné con las

féormulas:
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Ca=12.21A4¢3 — 2.81A4¢44
Cb = 20'13A646 - 5'03A663
Adaptado de: (Lichtenthaler & Wellburn, 1983).

6.8.3.8 Determinacion de la humedad de las plantas
Se seco toda la planta siguiendo el procedimiento descrito en 5.1.6 para determinar su

humedad.

6.9 Analisis estadistico de los datos obtenidos.

Los resultados obtenidos de los experimentos se analizaron en el programa
STATISTICA v. 10 por medio de ANOVA con a de 0.05, los resultados obtenidos se
compararon también por contraste de medias mediante el método de la diferencia

menos significativa (LSD) de Fisher a de 0.05.
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VIl. Resultados y discusion

7.1 Analisis del bagazo y mezclas para el cultivo de hongos

El analisis de la materia prima es un factor importante en el crecimiento del hongo, de
esta manera también se puede obtener informacién sobre el proceso cervecero, asi
como la eficiencia con la que este fue realizado. Si bien, actualmente los analisis de la
materia prima se centran en diferentes parametros como son: relacion de sustratos
utilizados (Elkanah, et al., 2022); (Varnero, et al., 2010), relacion Carbono: Nitrogeno
(Ruilova, et al., 2017); (Barba, et al., 2019), pH (Khan, et al., 2013); (Singh & Singh,
2019), humedad (Rivera, et al., 2022) y tamafo de particula (Barba, et al., 2019),

existen otros que no son considerados para el cultivo de hongos.

En este trabajo se propuso utilizar un nuevo parametro llamado indice de
compactacion que permite predecir si el sustrato puede ser util para el cultivo del
hongo, o si es necesario agregar algun tipo de material de soporte (rastrojo de maiz),
esto debido a que parametros como el tamafio de particula no se pueden controlar en
un rango de 5 — 6 cm (considerado éptimo para su crecimiento) (Barba, et al., 2019)
como en el caso del bagazo de malta. Asi mismo, se propuso realizar mediciones de
parametros como azucares reductores del sustrato por medio de la prueba de DNS y
medicion de densidad por refractometria para poder determinar la presencia de
azucares remanentes del proceso de sparge en la matriz que sean facilmente

asimilables por el hongo (glucosa, maltosa, dextrinas).

En la Tabla 7 se pueden observar los resultados obtenidos de los parametros
evaluados con sus respectivas medias y errores estandar para la materia prima
utilizada antes de cultivar los hongos Pleurotus ostreatus y Pleurotus djamor. Siendo
las mezclas entre bagazo de malta y rastrojo de maiz las que presentan las mejores
condiciones para el crecimiento de los hongos que se discutiran en los puntos

posteriores.
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Es importante considerar que el rastrojo de maiz es el cultivo control y por lo tanto

estos parametros se tomaron una vez que este se le dio su tratamiento previo de

alcalinizacion y humidificacion para su uso.

Tabla 7 Parametros de los sustratos empleados para el crecimiento del hongo Pleurotus djamor

indice de _ Azucares
.. | Densidad %
Muestra | compactacion DNS (mM pH
(g/cm?3) Humedad
(g/cm?) glucosa)
6.0183
Bagazo 1.5760 + 1.0071 + | 20.1393 + 67.24% +
+
de malta 0.15372 0.00052 2.4626° 0.74%®
0.08672
7.2500
Rastrojo 1.5127 + 1.0018 + | 1.0430 + 83.12% +
+
de maiz 0.04732 0.0001¢ 0.02797¢ 0.24%2
0.0324P
7.1000
Bagazo 1.0649 + 1.0079+ | 26.6418 59.28% +
+
al 90% 0.1083° 0.00172 1.17582 0.54%°
0.1004°
Bagazo 0.8653 + 1.0116 £ | 26.3723 + | 7.1133 £ | 58.06% +
al 88% 0.0838° 0.00572b 2.02102 | 0.0797° | 1.15%°
7.1617
Bagazo 0.9293 + 1.0128 £+ | 20.9350 57.49% *
+
al 86% 0.0263° 0.00702P 1.8860° 1.38%°4
0.0670°
7.1200
Bagazo 0.9917 1.0063 £ | 17.3847 55.94% +
+
al 84% 0.0238° 0.00243b 1.7415° 1.17%¢
0.1076°
7.0933
Bagazo 0.9577 + 1.0044 + | 17.0323 55.66% *
+
al 82% 0.0282° 0.0013P 2.2721P 1.35%
0.1021P
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Escala

7.3000
piloto 1.0095 * 1.0068 + | 21.2465 + 58.00% 5
+
(bagazo 0.0371° 0.0014ab 1.7460P° +0.83%¢4
0.0593P

al 86%)

En donde n es el nimero de muestras

7.1.1 El uso de rastrojo de maiz conlleva a un cambio en el indice de
compactaciéon

El indice de compactacion es un parametro propuesto que indica que tanto se puede
compactar el sustrato que se usara para el cultivo de los hongos ya que un sustrato
con alta compactacion no permitira la generacion de canales de transferencia de gases
y por lo tanto tampoco permitira el intercambio de estos (Barba, et al., 2019). Durante
el crecimiento del hongo es necesario que exista el cambio entre oxigeno y didéxido de
carbono ya que el hongo mantiene un metabolismo aerobio desde el crecimiento del
micelio (Zadrazil, 1975).

En este trabajo los resultados de la Fig. 12 muestran que el indice de compactacion
disminuye cuando se enriquece el sustrato con rastrojo de maiz, sin embargo, el
analisis estadistico indica que no hay una diferencia significativa entre las mezclas que
tienen entre 90% y 82% de bagazo ni a escala piloto al utilizar 84% de bagazo de
malta. El valor de indice de compactacion fue entre 0.8653-1.0649 + 0.1087 g/cm? Del
mismo modo no se observa una diferencia significativa entre la muestra de bagazo de

malta y el rastrojo de maiz y posee un valor entre 1.5127-1.5760 + 0.1537 g/cm?.

Por lo tanto, el indice de compactacion se reduce en un 30% al utilizar una mezcla de
bagazo de malta con rastrojo de maiz con respecto a lo obtenido para las materias
primas por separado, asi mismo, al utilizar el bagazo de malta como sustrato para el
cultivo P. ostreatus y P. djamor no se tuvo éxito ya que en todos los casos hubo
contaminacion por otros organismos. Sin embargo, en el control con rastrojo de maiz

si se presento el crecimiento de los hongos deseados.
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Si bien, el indice de compactacion puede ser un parametro para considerar para
mejorar el éxito del cultivo y el crecimiento del hongo al momento de utilizar diferentes
sustratos o mezclas de ellos, los resultados contrastantes del cultivo en bagazo y
rastrojo indican que otros parametros como el tamafo de particula (Barba, et al., 2019)

tienen efectos de mayor importancia.
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Bagazo Bagazo al 88% Bagazo al 84% Escala piloto
Bagazo al 90% Bagazo al 86% Bagazo al 82% Rastrojo de maiz

Sustrato

Fig. 12 Indice de compactacién de bagazo de malta, rastrojo de maiz y sustratos empleados para el cultivo de

hongos del género Pleurotus

7.1.2 La concentracion de sélidos suspendidos en las mezclas es similar a
la del bagazo de malta, pero un 41% mayor a la de rastrojo del maiz

Los resultados correspondientes a los solidos suspendidos obtenidos a partir de la

medicion de grados Brix (°Bx) por refracotmetria de cada una de las muestras

utilizadas se muestran en la Fig. 13, se puede apreciar que las mezclas de bagazo no

presentan una diferencia en este parametro con respecto al bagazo de malta teniendo
valores entre 1.0063 a 1.0128 + 0.0057 g/cm3. Sin embargo, la mezcla de 82%

presentd una reduccion de un 30% de °Bx. Mientras que, el rastrojo de maiz presentd

una reduccion de al menos un 41%. Esto sugiere que las mezclas al tener una mayor
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concentracion de solidos suspendidos en la matriz, permiten que los hongos cultivados

puedan aprovecharlos de manera eficiente, promoviendo asi su crecimiento.
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Bagazo al 84%

Bagazo al 82%

Escala piloto

Rastrojo de maiz

Fig. 13 Densidad (g/cm®) medida por refractometria en el exudado de bagazo de malta, rastrojo de maiz y los

sustratos utilizados para el cultivo de hongos del género Pleurotus

7.1.3 Las mezclas de bagazo de malta al 90% y 88% con rastrojo de maiz

poseen un 52% mas de azucares reductores

La cantidad de azulcares reductores de cada una de las mezclas se muestran en la

Fig. 14, estos indican que la concentracion mas alta de azucares reductores se obtuvo

cuando se utilizaron mezclas de sustrato de bagazo al 90% y 88%, presentando una

concentracion de azucares de 26.6418-26.3723 £ 2.0210 mM respectivamente. Esto

representa hasta 25 veces mas concentracion de azucares en comparacion con el

rastrojo de maiz y hasta un 52% mas en contraste con las demas proporciones de

bagazo de malta.
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Se espera entonces que el uso de mezclas con mayor proporcion de bagazo de malta
permita una mayor sacarificacion y por lo tanto un mayor aprovechamiento de esta

materia prima proveniente de la industria cervecera.

A partir de este parametro se podria esperar que la mayor eficiencia biologica y
rendimiento de los hongos cultivados sea al utilizar el bagazo a una proporcién de 90%
y 88%. Asi mismo, en este contexto seria util realizar esta prueba en la materia prima
ya sea cuando se use una mezcla con bagazo de malta o algun otro sustrato
lignoceluldésico ya que podria ser de gran ayuda para poder predecir el éxito del
crecimiento de este género de hongos, ademas de que se puede proponer el
enriquecimiento de la materia prima con azucares reductores con el fin de mejorar la

eficiencia bioldgica y los rendimientos obtenidos.

Mediante analisis protedbmicos se ha demostrado que los azucares reductores tienen
un efecto en el crecimiento del hongo Pleurotus ostreatus, ya que la presencia de
glucosa en el sustrato promueve la traduccidn de proteinas necesarias para el proceso
de degradacion de macromoléculas asi como la glucélisis, mientras que la presencia
de xilosa promueve los procesos metabdlicos de moléculas de bajo peso molecular, el
ciclo del acido tricarboxilico asi como la produccién de proteinas en los cuerpos
fructiferos (Bakratsas, et al., 2024).
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Fig. 14 Azucares reductores presentes en el exudado de bagazo de malta, rastrojo de maiz y los sustratos
utilizados para el cultivo de los hongos del género Pleurotus..

7.1.4 EIl valor de pH entre 7 - 7.3 en la matriz permite el desarrollo de los
hongos

Los resultados de la medicion de pH se muestran en la Fig. 15 en donde se observa

que el valor de las mezclas de bagazo de malta y rastrojo de maiz no presentan una

diferencia significativa entre ellas, sin embargo, si lo hacen con respecto al bagazo de

malta sin tratar (sin éxido de calcio), ademas el valor de pH del bagazo de malta fue

de 6.018 + 0.086, valor de pH que esta por debajo del 6ptimo reportado para

crecimiento de los hongos del género Pleurotus.

En el caso de estos hongos esta reportado que el valor éptimo para el crecimiento del
micelio varia entre 6.4 — 7.8 (Nkowo, et al., 2022); (Singh & Singh, 2019), mientras que
en las mezclas tratadas el pH se encuentra dentro del rango de 7.093-7.300 + 0.1076.

Por esta razon se esperaba que en todos estos sustratos los hongos del género
Pleurotus crecieran de manera correcta ya que al estar en estos valores 6ptimos se
beneficia la rapida y 6ptima colonizacién del micelio a través del sustrato, asi como el
rapido desarrollo de los cuerpos fructiferos (Singh & Singh, 2019), (Barba, et al., 2019).
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En la seccidn 6.2.2 se discutiran a fondo los parametros productivos de crecimiento de

los hongos.
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Fig. 15 Variacién de pH en el bagazo de malta sin adicién de 6xido de calcio, rastrojo de maiz y los sustratos con

oxido de calcio utilizados para el cultivo de los hongos del género Pleurotus.

7.1.5 La adicién de rastrojo de maiz disminuye el porcentaje de humedad sin
afectar el cultivo de los hongos
La humedad es de importancia para que el micelio pueda colonizar el sustrato de
manera eficiente y rapida. Valores por debajo de 50% no son adecuados para el
correcto crecimiento del micelio, mientras que valores por encima del 80% tienen
efectos negativos en el crecimiento de los hongos de la especie Pleurotus (Rivera, et
al., 2022).

Los resultados de la Fig. 16 indican que el rastrojo de maiz una vez que ha sido
humidificado presenta un valor de humedad de 83.12% + 0.24%, esto es un 16% mas
humedad en comparacion con el bagazo de malta después de que este se recupera

del proceso de maceracion. Para las mezclas de sustrato (bagazo malta: rastrojo maiz)
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las correspondientes al 84% y 82% presentaron una diferencia significativa en
humedad con respecto a la mezcla de 90%; mientras que todas las demas no
presentan diferencia alguna, y poseen valores de humedad entre 55.66% y 59.28% +
1.38%. Por lo tanto, a excepcién del rastrojo de maiz, todas las mezclas de sustrato
con bagazo se encuentran dentro del rango 6ptimo de humedad para el crecimiento

de los hongos.

85% a
n

80%
2
S 75%
2
@
T’ Q,

%6 +
% 70% b
i 3
E 65% |
o
c
60% | 5 cd cd cd
b % d d 3
55% | % %
50% . . . : : : .
Bagazo Bagazo al 88% Bagazo al 84% Escala piloto
Bagazo al 90% Bagazo al 86% Bagazo al 82% Rastrojo de maiz

Sustrato

Fig. 16 Porcentaje de humedad en bagazo de malta, rastrojo de maiz (después de humidificarlo) y los sustratos

utilizados para el cultivo de hongos del género Pleurotus.

7.2La recuperacion y adaptacion de espacios es una practica viable para la

instalacion de prototipos de cultivo de hongos

7.21 EIl primer prototipo permiti6 ensayar diferentes proporciones de
mezcla de bagazo de malta con rastrojo de maiz

Se realiz6é un primer prototipo de cultivo de hongos a escala laboratorio con el fin de

poder determinar la mejor proporcion de mezcla, asi como los parametros requeridos

de humedad para que los hongos tuvieran el mejor crecimiento. De igual manera se
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midio el nivel de dioxido de carbono para asegurar que el disefio permitiera que este

no se acumulara y afectara su crecimiento.

Dicho prototipo tenia las dimensiones 1 X 1 X 1 metro contando con un volumen de 1
m?3 equivalente a un cuarto del volumen del prototipo final. Para los experimentos
correspondientes en este apartado se utilizaron cubetas de 1 galén de capacidad con
dimensiones de 18 cm de diametro por 18 cm de largo dando una relacion alto:

diametro de 1 y una capacidad de 1.25 kg de mezcla de sustrato inoculado.

En un inicio se optd por sembrar utilizando unicamente bagazo de malta como sustrato
pero en todas las ocasiones hubo contaminacion impidiendo asi el crecimiento de los
hongos, debido probablemente a la poca capacidad de transferencia de gases, por

esta razén se decidié adicionar un sustrato complementario que fue el rastrojo de maiz.

En la Fig. 17 se muestra el espacio proporcionado para el desarrollo del proyecto, de
lado izquierdo se puede apreciar el estado inicial del lugar el cual servia como almacén
de material y mobiliario obsoleto. De lado derecho se muestra el primer prototipo
terminado y funcionando. Este proyecto, por lo tanto, ofrece también una forma de
recuperar y adaptar espacios para utilizarlos como lugares para la produccién de

hongos.
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Fig. 17 Espacio proporcionado para el cultivo de hongos del género Pleurotus, de lado izquierdo como fue

proporcionado en un inicio y del derecho el primer prototipo implementado.

Una vez que se determind la mejor proporcion para el crecimiento de los hongos del
género Pleurotus (84% de bagazo de malta con 16% de rastrojo de maiz seco), que
explicara a lo largo de los resultados presentados, se siguié con la implementacion del

prototipo del invernadero de hongos a escala piloto.

La construccién y escalamiento del invernadero se hizo utilizando diferentes piezas de
PVC de %”. 4 tramos de tubo de 2 metros fueron los que le dieron altura a la estructura,
8 tramos de 1 metro para el largo que se conectaron con coples entre si para formar
tramos de 2 metros y que a su vez se conectaron con los tramos de altura con 8 codos
en t de PVC, la estructura se termin6 de conectar entre si con 4 tramos de 1 metro de
PVC. Posteriormente se recubrié con plastico de polietileno transparente para que la

luz pudiera ser captada por los hongos.

El sistema de humidificacion se elaboré con dos cajas de plastico, una con medidas

de 30 cm de ancho X 37 cm de largo y 19 cm de alto que funcionaria para arrojar aire
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a través de ventiladores y otra con medidas de 30 cm de ancho X 42 cm de largo X 21

cm de alto que serviria como repertorio de agua, generacion y distribucion de vapor.

En la primera caja se instalaron 3 ventiladores con medidas de 8 X 8 cm con una
alimentacion de 12 V, potencia de 3W a una separacion de 6 cm de la base y 1.5 cm
entre ellos, ambas cajas se conectaron a través de 8 tubos de 20 cm de longitud. En
la segunda caja que funcion6 como repertorio de agua se colocaron 3 humidificadores
de un cabezal marca Fogger™ con una eficiencia maxima de creacién de neblina de
350 mL/h, consumo de 80 mL/h, potencia 20 Wy 1 humidificador de 4 cabezales marca
Fogger™ con una eficiencia maxima de creacion de niebla de 600 mL/h, consumo de
140 mL/h, potencia de 24 W. De esta segunda caja se conectaron 8 tramos de 1 metro
hacia el invernadero, cada uno con 5 cm de separacion entre sus puntos centrales y
formados en 2 hileras con 4 tubos, la hilera mas baja tenia una separacion de 12 cm
desde el punto central hasta la base de la caja y la hilera superior una separacion de
17 cm. Todos los tubos tuvieron una terminacion con un codo a 30° apuntando hacia
los contenedores con el sustrato con el objetivo de dispersar y humidificarlos de la

mejor manera posible.

Para el control de la humedad se utilizé un higrostato digital Inkbird IHC — 200 doble
relé con una potencia de conexién de 3 W y una maxima de 1,200 W al cual iban
conectados todos los aparatos anteriormente mencionados al relé de humidificacion.
Esto da como resultado una potencia de 86 W cuando dicho relé se activaba, los
parametros seleccionados para este equipo fue un set point de 81% HR y un
humidification differential value de 3%. En la Fig. 18 se muestra el disefio a escala
piloto del invernadero propuesto con la representacion de todo lo descrito

anteriormente.
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Fig. 18 Diagrama final del prototipo a escala piloto de invernadero para el cultivo de los hongos del género

Pleurotus.

Se determind que la mayor cantidad con la que el repertorio de agua podia estar lleno
era de 10 litros, a su vez se debia de mantener por encima de los 5 litros para el
correcto funcionamiento de los humidificadores. Se tomé el tiempo que el sistema
tardaba en humidificar el invernadero hasta el valor preestablecido y cuanto tomaba
para que la humedad bajara hasta volver a activarlo. Se tuvo entonces un tiempo de
humidificacion de 5 minutos y 10 minutos para volver a activar el sistema, por lo tanto,
cada hora habia un total de 4 activaciones equivalentes a 20 minutos de
funcionamiento de sistema, un gasto energético de 30 W/h, un gasto de agua de 130
mL/h y una generacion de neblina de 550 mL/h. Durante el dia, el sistema funciona un
total de 8 horas, teniendo un gasto energético de 240 W/h, un gasto de agua de 1040
mL y una generacién de neblina de 4400 mL. Sin embargo, hay que tener en
consideraciéon que los resultados obtenidos se realizaron a temperaturas entre los 18-
25 °C que fue la temperatura ambiental en el periodo de tiempo que se llevaron a cabo

los experimentos.

Los cultivos a escala piloto se llevaron a cabo en cubetas de 5 galones de capacidad

cuyas dimensiones eran 29 cm de diametro y 36 cm de alto con una relacion de alto:
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diametro de 1.25 y una capacidad estimada de 6.75 kg de mezcla de sustrato con
micelio. En total para el ultimo experimento de escalamiento se sembraron 5 cubetas
del hongo Pleurotus ostreatus y 5 del hongo Pleurotus djamor procesando 67.5 kg de
sustrato, sin embargo, no se utilizé en su totalidad la capacidad del invernadero, se
estima que en total se puede disponer de hasta 24 cubetas lo que permitiria tratar un

total de 162 kg de residuos de bagazo de malta en un espacio de 2 x 2 x1 metros.

Con el fin de lograr la automatizacion completa del invernadero se instald un
temporizador de riego automatico (modelo PT — GGCX marca PT™) a |la toma de agua,
que se activaba cada 2 horas, en donde la activacion se hacia por un tiempo de 6
segundos equivalente a 100 mL, con esto no solo se evitaba tener que llenar de
manera manual el repertorio de agua, sino que también se mantenia el agua a un
mismo nivel permitiendo que los humidificadores ultrasénicos operaran en un nivel
optimo y asi mismo se podian evitar contaminaciones al no tener que abrir dicho

repertorio.

A continuacién, en la Fig. 19 se muestran los componentes para el prototipo. En la
parte superior izquierda (a) se puede apreciar el sistema de humidificacion en donde
la caja de la derecha es la que contiene los ventiladores mientras que la de la izquierda
es el repertorio de agua con los humidificadores. En la parte superior derecha (b) se
puede observar con mas detalle el repertorio de agua con los humidificadores en
donde el nivel se mantiene tantos cm por encima de los humidificadores para que estos
funcionen de manera 6ptima. En la parte inferior izquierda (c) se puede observar el
higrostato doble relé y las conexiones eléctricas que estan en el relé de humedad, asi
como el valor de humedad en ese momento y su set point. Mientras que en la parte
inferior derecha (d) se puede apreciar el sistema de distribucion de aire compuesto por

los 3 ventiladores descritos anteriormente.
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Fig. 19 Componentes del invernadero utilizados para el cultivo de hongos del género Pleurotus.

En la Fig. 20 se muestra el invernadero terminado con dos vistas diferentes, de lado
izquierdo se puede observar la imagen tomada de abajo hacia arriba en donde se
aprecian los 8 tubos utilizados para humidificar al invernadero, asi como el sistema de
humidificacion en el fondo y parte externa. De lado derecho se tiene la toma de arriba
hacia abajo, en donde se puede apreciar la terminacion de las tuberias que transportan
el vapor hacia el interior del invernadero con sus terminaciones en codos de 30°

apuntando hacia el cultivo de hongos.
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a b

Fig. 20 Prototipo final de invernadero para el cultivo de hongos del género Pleurotus en dos vistas, desde la parte

inferior (a) y desde la superior (b).

En los siguientes apartados se muestran los resultados obtenidos para cada uno de
los parametros evaluados para el crecimiento del hongo y su discusion
correspondiente, asi mismo, se decidié comparar en los graficos y tablas los resultados
de la escala piloto para determinar el efecto en el crecimiento de los hongos con base
en el escalamiento ascendente (escala laboratorio a piloto). Conforme se vaya
avanzando en la presente discusion se ird mencionando la razén por la cual se
selecciond la relacion 86% bagazo de malta y 14% rastrojo de maiz para el cultivo a
escala piloto.
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7.2.2 Los parametros de crecimiento de hongos son semejantes para casi

todas las proporciones de bagazo de malta y rastrojo de maiz, pero son

diferentes entre especies de hongos, cultivo control y escala piloto

Los parametros del crecimiento de los hongos fueron calculados en un periodo de

tiempo de 68 dias. En la Tabla 8 se presentan los resultados para cada una de las

mezclas preparadas, asi como el control y la escala piloto y para cada hongo ensayado

en el presente trabajo. Es importante recalcar que los experimentos se llevaron a cabo

por un periodo de tiempo de 68 dias, pero los resultados del PP se consideraron hasta

el ultimo periodo de fructificacion.

Tabla 8 Parametros productivos de los hongos del género Pleurotus cultivados en las diferentes proporciones de

sustratos, rastrojo de maiz (control) y cultivo a escala piloto

Especie | Proporcién | EB PP (dias) | TP R n
P. Control 36.71% + 52.33 £ 0.61% + 25.48% + 3
djamor 1.82%¢ 2.962 0.03%¢ 0.99%°
Bagazo 48.06% + 22.33 0.80% + 37.35% * 3
90% 4.39%° 4.33° 0.07%° 2.89%'
Bagazo 47.67% + 2133 0.79% + 33.32% + 3
88% 2.60%° 5.24b 0.04%° 1.13%9f
Bagazo 49.29% * 19.33 0.82% * 32.16% + 3
86% 4.34%° 3.33° 0.07%°® 1.39%9f
Bagazo 38.06% + 2133 0.63% + 25.19% + 3
84% 3.75% 3.84P 0.06%¢ 1.50%f
Bagazo 43.81% + 2433 + 0.73% + 27.18% * 3
82% 5.26%°4 3.932b 0.09%°4 1.80%°
Escala 69.65% + 64.33 1.16% + 61.40% + 3
piloto 1.90%" 2.33¢ 0.03%" 3.02%"P
P. Control 70.53% + 49+1.53% |1.18% + 68.58% + 3
ostreatus 0.73%?P 0.01%® 1.33%2

82



Bagazo 32.14% + 39.33 0.54% * 28.11%
90% 4.13%¢ 9.532 0.07%¢ 4.14%°4
Bagazo 34.47% + 40.33 + 0.57% + 30.23% £
88% 4.16%¢ 9.562 0.07%¢ 4.18%¢9f
Bagazo 37.52% * 38.67 0.63% * 29.42% +
86% 2.03%" 8.742 0.03%¢ 0.99%:¢¢
Bagazo 35.75% + 42.67 0.60% + 29.85% +
84% 9.21%¢4e 10.042 0.15%¢4e 7.04%¢4"
Bagazo 24.66% = 33.33 % 0.41% % 19.53% +
82% 3.31%°* 7.962 0.06%¢ 2.87%*
Escala 80.68% * 53.33 1.34% + 70.02% *
piloto 2.02%* 1.33ac¢ 0.03%2 3.20%2

7.2.21 LaEB es diferente entre las especies de hongos y la escala, pero no
entre las proporciones utilizadas a escala laboratorio, con excepciéon
del control de P. ostreatus

Los resultados de la eficiencia biologica (EB) se presentan en la Fig. 21 y muestran
que existe una diferencia significativa entre ambas especies de hongos, siendo las
muestras de la escala laboratorio del hongo P. djamor las que tienen un 31.4% mas
eficiencia biolégica a comparacion de las de P ostreatus, mientras que la
correspondiente a la mezcla de 84% de bagazo fue la que no presentd diferencia

significativa del parametro EB entre las especies de hongos.

La mayor EB para P. djamor y P. ostreatus se obtuvo en la proporcion de bagazo de
malta al 86% (49.29% + 4.34% y 37.52% * 2.03% respectivamente), si bien, en la
mayoria de los casos no se presenta una diferencia significativa entre las muestras de
la misma especie cultivadas a esta escala si lo hay con respecto a P. ostreatus al 82%
con una reduccion de al menos 23.3% en la EB. Al comparar con los controles se
observo que la EB se vio favorecida para el cultivo de P. djamor con un incremento del
34%, mientras que para P. ostreatus hubo un decremento del 51%. Esta diferencia se

puede dar debido a que diferentes especies del género Pleurotus pueden tener
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diferentes requerimientos nutrimentales, mismos que son dados por el sustrato en

donde son cultivados (Oropeza, et al., 2017).

Los resultados obtenidos en esta etapa se compararon con resultados de la literatura,
esto es los resultados de EB que corresponden mezclas de bagazo de malta al 86% y

rastrojo de maiz al 14%.

Para P. ostreatus se ha reportado una EB de 48.83% * 0.60% tras 2 fructificaciones
cuando fue cultivado en Terminalia ivorensis (Familioni, et al.,2018), 98.3% en orujo de
pera (Rodriguez, et al., 2018) y 118.5% * 4.6% en rastrojo de tomate (Sanchez, et al.,
2008), en este trabajo a escala laboratorio se observé una EB de 37.52% + 2.03%

siendo menor que todas las demas reportadas.

Sin embargo, al momento de realizar el cambio de escala a piloto este valor ascendio
hasta 80.68% + 2.02%. Por tanto, esta EB esta dentro de los rangos reportados

anteriormente y aumentd 2.15 veces a comparacion de la escala laboratorio.

Para P. djamor se ha reportado en la literatura una EB de 70.56% + 10% en bagazo
de agave Salmiana suplementado con urea al 1.5% (Velazquez, et al., 2021), 88.09%
1 13.58% en mezcla de 80% de paja de trigo con 20% de peat moss (Valenzuela, et
al., 2019), 73.7% * 5% en mezcla de 70% de cascara de arroz con 30% de carton
(Saha, et al., 2022). En nuestro trabajo, la mezcla de 86% bagazo de malta con 14%
rastrojo de maiz utilizada tuvo un valor de 49.29% + 4.34%, lo que se encuentra por
debajo de lo reportado en los anteriores reportes. Es importante notar que en los dos
primeros casos se anade una fuente de nitrégeno al sustrato, promoviendo un mejor

crecimiento.

En este estudio, al realizar el cultivo con esa misma proporcion a una escala piloto se
tiene un valor de 69.95 % = 1.90%, y representa un incremento de 1.42 veces en
comparacion de la escala laboratorio, siendo este valor semejante a los resultados
reportados en literatura, aunado a que el resultado presentado en este trabajo posee

un error estandar menor.
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Fig. 21 Eficiencia biolégica para cada una de las proporciones utilizadas, rastrojo de maiz y escala piloto.

7.2.2.2 EI valor del PP entre las especies cultivadas a escala piloto es
diferente

Los resultados del periodo productivo (PP) se muestran en la Fig. 22 y se muestra que
existe una diferencia significativa del valor del PP entre las muestras cultivadas en los
diferentes sustratos segun la especie de hongo. El valor de este parametro
preferentemente debe de ser el mas bajo con el mismo numero de fructificaciones, o
bien, si es mayor es conveniente siempre y cuando incremente proporcionalmente la
eficiencia bioldgica y el rendimiento obtenido. Como se mencioné anteriormente, el
tiempo de los ensayos fue de 68 dias, sin embargo, se consideré el PP hasta el ultimo

periodo de fructificacion.

Se puede apreciar que en los experimentos desarrollados a escala laboratorio, el
hongo P. djamor (19.33 £ 3.33 dias) tiene un PP 50% menor a comparacion de P,
ostreatus (38.67 + 8.74 dias). Asi mismo, se observé que entre las muestras de la
misma especie en las diferentes proporciones de sustratos, no existe una diferencia

significativa del valor del PP. En cuanto a los controles se tiene que el PP aumento
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2.71 veces para P. djamor (52.33 + 4.33 dias) mientras que en P. ostreatus el aumento
fue de 1.27 veces (49 = 1.53 dias).

Al momento de realizar el escalamiento con la proporcidn de 86% bagazo de malta y
14% rastrojo de maiz se obtuvo un incremento del PP para P. djamor de un 233%
(64.33 £ 2.33 dias) y para P. ostreatus de un 38% (53.33 + 1.33 dias). Al momento de
comparar entre ambas especies de hongo se tiene que el PP para P. djamor es 1.21

veces mayor.

De acuerdo a lo reportado en la literatura, se observé que cuando P. ostreatus se
cultiva en Terminalia ivorensis tuvo un PP de 26.3 + 0.4 dias (Familioni, et al., 2018),
en orujo de pera de 45 dias (Rodriguez, et al., 2018) y en rastrojo de tomate de 40 dias
(Sanchez, et al., 2008), al comparar con lo observado en este trabajo el valor de PP
es semejante en la escala laboratorio pero no asi a nivel piloto en donde el valor puede

ser hasta 2 veces mayor.

Para P. djamor se ha reportado que el valor del PP es de 60 * 3 dias (Velazquez, et
al., 2021) cuando se cultivd en bagazo de agave Salmiana suplementado con urea al
1.5%, en mezcla de 80% de paja de trigo con 20% de peat moss (musgo que pertenece
al género Sphagnum) es de 53.80 + 1.79 dias (Valenzuela, et al., 2019) mientras que
en mezcla de 70% de cascara de arroz con 30% de cartéon es de 35.2 + 1.64 dias
(Saha, et al., 2022). En nuestro trabajo este parametro se favorecié ya que su valor a
escala laboratorio fue 3.11 veces menor a lo reportado, sin embargo, a escala piloto

fue aproximadamente 1.83 veces mayor.
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Fig. 22 Periodo productivo para cada una de las proporciones utilizadas, rastrojo de maiz y escala piloto.

7.2.2.3 Existe diferencia en el valor de TP entre las especies cultivadas y la
escala empleada, pero no entre muestras de la misma especie a escala
laboratorio
Los resultados correspondientes a la tasa productiva se muestran en la Fig. 23 en
donde se puede apreciar que en la mayoria de los casos de las muestras a escala
laboratorio hay una diferencia significativa del valor de TP entre las especies P. djamor
y P. ostreatus a excepcién de la correspondiente a bagazo al 84%. En este parametro
lo que se busca es la proporcion con mayor TP, ya que este indica el mejor desarrollo
y aprovechamiento del hongo en su sustrato al considerar tanto la eficiencia biolégica
(EB) como el periodo productivo (PP) (Ruilova, et al., 2017). Dicho de otra manera,
este parametro indica que tanto aprovecha el hongo el sustrato en el que es cultivado

conforme cada dia que pasa desde la inoculacion del micelio hasta la ultima cosecha.

Similar a los casos anteriores se puede observar que la TP presenté variacion con el
cambio de escala. Asi mismo, se puede apreciar que en la escala laboratorio en la
mayoria de los casos no existe una diferencia entre los sustratos utilizados,

unicamente hay un efecto negativo en el valor de TP en un 21% para P. djamory 24%
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para P. ostreatus y corresponden a las mezclas de bagazo al 84% y 82%,
respectivamente. Sin embargo, se observé que el valor de TP para P. djamor tiene un

incremento de un 30% con respecto a la especie P. ostreatus.

La mezcla de bagazo al 86% para P. djamor posee una TP de 0.82% £ 0.07% y para
P. ostreatus un valor de 0.63% + 0.03%. Lo anterior, la TP para P. djamor representa
1.34 veces mas con respecto de la TP del control, mientras que para P. ostreatus la
muestra en bagazo de malta tiene un valor 1.87 veces menor de TP con respecto al

control.

Al momento de realizar el escalamiento los valores de TP se incrementaron para P.
djamor el valor obtenido fue de 1.16% + 0.03% lo que representé un aumento de 1.41
veces con respecto a su misma proporcion a escala laboratorio, mientras que para P,

ostreatus el valor fue de 1.34% + 0.03% esto fue 2.13 veces mayor.

Acorde con los resultados previamente reportados por otros autores se sabe que
cuando P. ostreatus se cultiva en Terminalia ivorensis tiene una TP de 1.86% + 0.1%
(Familioni, et al., 2018), en orujo de pera de 3.6% (Rodriguez, et al., 2018), en rastrojo
de tomate de 2.9% + 0.1% (Sanchez, et al., 2008), por lo que resultados obtenidos en

este estudio poseen valores de 2 o 3 veces por debajo de lo reportado en la literatura.

Para P. djamor los reportes en la literatura indican que cuando este es cultivado en
bagazo de Agave salmiana suplementado con urea al 1.5% el valor de TP es de 1.18%
1 0.2% (Velazquez, et al., 2021), en mezcla de 80% de paja de trigo con 20% de peat
moss el valor es de 1.64% + 0.25% (Valenzuela, et al., 2019) y en mezcla de 70% de
cascara de arroz con 30% de cartdén 2.09% £ 0.3% (Saha, et al., 2022). En este caso
las muestras correspondientes a escala laboratorio se encuentran por debajo de lo
reportado en la literatura, sin embargo, la muestra a escala piloto tiene un valor similar

al reportado en el crecimiento de bagazo de Agave salmiana.
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Fig. 23 Tasa productiva para cada una de las proporciones utilizadas, rastrojo de maiz y escala piloto.

7.2.2.4 Hay diferencia en el rendimiento entre las especies cultivadas y el
escalamiento.

Los resultados correspondientes al rendimiento obtenido para ambas especies de
hongos en los diversos sustratos y escalas empleadas se muestran en la Fig. 24. Con
respecto de la escala laboratorio las proporciones de bagazo al 90% y 82% mostraron
diferencias significativas en rendimientos con respecto al control, para las especies P.
djamory P. ostreatus en un 25% y 28% respectivamente, siendo el primero el de mayor
rendimiento. En este caso el parametro es importante para determinar si la cepa tiene

factibilidad comercial (Oropeza, et al., 2017).

Al momento de realizar el escalamiento se observo un incremento considerable a
comparacion de las muestras a escala laboratorio con la misma proporcion de bagazo,
para P. ostreatus el rendimiento es 1.87 veces mayor mientras que P. djamor tuvo un
valor 1.91 veces mayor. Al comparar ambos hongos en dicha escala se tiene que P.

ostreatus presenta un valor 1.14 veces mayor que P. djamor.
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Los resultados previamente reportados en la literatura indican rendimientos para P,
ostreatus de 35% en orujo de pera (Rodriguez, et al., 2018), 38.06% * 8.36% en 80%
paja de trigo con 20% peat moss (Valenzuela, et al., 2019), 8.3% £0.3% en rastrojo de
tomate (Sanchez, et al., 2008). Los resultados presentados en este trabajo indican un
rendimiento al menos 1.84 veces mayor en la escala piloto a comparacién de lo
presentado en la literatura indicando que el trabajo desarrollado es mejor en este

aspecto.

Mientras que para P. djamor el rendimiento reportado es de 19.77% % 2.34% en
madera de castafia, 28.81% + 2.34% en madera de haya (Kili¢, 2020) y 28.66% =
4.45% mezcla 80% paja de trigo con 20% peat moss (Valenzuela, et al., 2019). Similar
al caso anterior los resultados a escala piloto presentan valores hasta 3.11 veces
mayor con lo reportado, indicando asi el potencial que se tiene al momento de realizar

el escalamiento.
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Fig. 24 Rendimiento para cada una de las proporciones utilizadas, rastrojo de maiz y escala piloto.

90



7.2.2.5 Mejoramiento de los parametros productivos de ambos hongos
Los resultados obtenidos y comparados con la literatura en las sesiones anteriores
indican que los valores de EB y TP tienen margen de mejora, en lo subsecuente se
traduciria a una mayor produccién de hongos y por lo tanto una mayor produccion de
alimentos. A continuacion, este trabajo plantea las siguientes mejoras que se pueden
implementar en lo sucesivo para el disefio del invernadero, asi como al momento de

la preparacion del sustrato.

La luz es un parametro importante para mejorar el rendimiento de los hongos
cultivados, esto debido a que funciona como un factor de modulacion durante la
agregacion de las hifas y la maduracion de los carpoforos (Oropeza, et al., 2017). P,
djamor requiere de 750 - 1500 luxes mientras que para P. ostreatus este valor es de
1000 — 1500 luxes (Stamets, 1993), se recomienda un fotoperiodo de 8 — 12 horas por
dia para ambas especies ya que un largo periodo de oscuridad conlleva a deformacién
de cuerpos fructiferos, elongacion de los estipes y una mala coloracion de los
carpoforos (Nwoko, et al., 2022). En el presente trabajo este parametro no fue
controlado, seria util corroborar si el disefio propuesto permite que los hongos se

encuentren en este rango durante su crecimiento.

La aireaciéon durante el proceso de fructificacién permite el desarrollo correcto de los
carpoforos ya que un nivel elevado de CO:2 afecta de forma negativa la calidad de los
hongos producidos (Oropeza, et al., 2017). P. djamor requiere un nivel de CO2 entre
500 — 1500 mg/L, mientras que P. ostreatus tiene un 6ptimo cuando este valor esta por
debajo de 1000 mg/L, dicha medicion se puede realizar mediante el uso de sensores
de CO2. Asi mismo, se ha demostrado que al ingresar aire fresco al lugar donde se
desarrollan los hongos tiene un efecto benéfico para estos mismos, requiriendo entre

4-8 ingresos por hora (Stamets, 1993).

Un parametro importante en el sustrato para el cultivo de hongos es la relacion C/N,
se ha demostrado que el suplementar el sustrato con una fuente de nitrégeno externa
puede incrementar en un 50% el rendimiento de P. ostreatus, asi como incrementar

hasta en un 28% las proteinas presentes en el cuerpo fructifero. Sin embargo, si la
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concentracion de nitrogeno es excedente el micelio no sera capaz de colonizar el
sustrato (Ruilova, et al., 2017). Considerando el principio de economia circular algunos
de los residuos agroindustriales que se podrian utilizar como suplemento para
incrementar la cantidad de nitrogeno en el sustrato serian salvado de trigo (relacion
C/N 18.65), residuos post produccién de biogas (relacion C/N 11.25) (Zhou, et al.,
2018), harina de semilla de algodén (relacion C/N 4.97) e incluso se podria aprovechar
la levadura inactiva obtenida tras el proceso de fermentacion de cerveza (relacién C/N
6.88) (Henrique, et al., 2024).

Se puede proponer ademas realizar la cuantificacién de nitrégeno y carbono organico
por el método de Kjeldahl y el método de pérdida por ignicion (LOI) (Cargua, et al.,
2015) respectivamente, del sustrato empleado para compararlo con los sustratos con
mejores rendimientos en la literatura y suplementar el sustrato para que el valor C/N

sea lo mas cercano a dichos sustratos comerciales.

7.3Los analisis proximales indican que existe relaciéon en algunos nutrientes
como las proteinas, la fibra, los carbohidratos y el contenido fendlico total

segun la proporcion de bagazo de malta con rastrojo de maiz.

Los resultados de los analisis proximales de cada uno de los hongos cultivados en sus
diferentes proporciones y escala se muestran en la Tabla 9. Dichos resultados se
analizan por separado en los siguientes apartados.

Tabla 9 Andlisis proximales de los hongos de los hongos del género Pleurotus cultivados en las diferentes
proporciones de sustratos, rastrojo de maiz (control) y cultivo a escala piloto

Especie Proporcion Humedad Carbohidratos | Fibra (g/ | Proteinas Lipidos Cenizas | Contenido total
(g/gmuestra | g (9/g (9/g (9/g fendlico (mg eq ac.
seca) muestra muestra muestra muestra | Galico /g muestra

seca) seca) seca) seca) seca)

P. djamor | Control 84.78% t 0.3406 + 0.2495+ | 0.2973 0.0245+ | 0.0881* | 1.6628 + 0.2163?

3.24%32°P 0.0270b¢ 0.02112 0.012524 0.00392¢ | 0.00922F
Bagazo 84.68% * 0.3959 + 0.1439+ | 0.3655+ 0.0133+ | 0.0814 + | 2.7543 £ 0.1372¢>
90% 2.27%3° 0.02552P 0.0122¢ 0.0228° 0.0019° 0.00732®
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Bagazo 83.99% * 0.3479 + 0.1574 + | 0.3808 + 0.0279+ | 0.0860 + | 2.6845 + 0.1473°
88% 3.86%32° 0.0235° 0.0149¢ 0.0140° 0.0035% 0.00832P
Bagazo 86.29% 0.3459 = 0.1814+ | 0.3733 0.0140+ | 0.0854 + | 3.0125 + 0.1106°
86% 0.89%? 0.0354b¢ 0.0099°¢ | 0.0397°¢ 0.0042° 0.0077ab
Bagazo 86.23% * 0.3556 + 02134+ | 0.3387 0.0299 + | 0.0847 + | 1.8945 + 0.1044°
84% 2.15%32° 0.0200° 0.0073° 0.00962° 0.0033? 0.01672°
Bagazo 84.63% * 0.2922 + 0.1965+ | 0.4179 % 0.0076 £ | 0.0748 + | 1.5469 + 0.14822
82% 1.63%3P 0.0165° 0.0049°¢ | 0.0164° 0.0010¢ 0.00592Pp
Escala 86.64% * 0.3709 = 0.1724 + | 0.3518 = 0.0186+ | 0.0869+ | 2.1723 +0.17712
piloto 1.61%2P 0.0191° 0.0119¢ 0.0062° 0.0055° 0.01112¢b

P Control 86.15% * 0.3947 0.1141+ | 0.2230 0.0180+ | 0.1148 £ | 1.9877 + 0.2369°

ostreatus 4.08%3P 0.04483> 0.0133¢ 0.0316¢ 0.0039° 0.02092
Bagazo 82.23% * 0.4379 0.1790+ | 0.3155 0.0061 = | 0.0966 + | 3.5335 £ 0.1292°¢
90% 2.04%3° 0.02262° 0.0025¢ 0.01222 0.0014¢ 0.0133ab
Bagazo 75.83% * 0.4098 + 0.1262+ | 0.3312+ 0.0165+ | 0.0851 + | 3.3713 + 0.1885°
88% 6.61%° 0.02462° 0.0044¢ 0.02223° 0.0013° 0.00432p
Bagazo 87.49% % 0.3507 0.1300+ | 0.3602 0.0260 + | 0.0817 + | 3.0345 + 0.2712°
86% 1.17%* 0.0328° 0.0010¢ 0.03592° 0.00442° | 0.00662°
Bagazo 78.79% * 0.3801 = 0.1198 + | 0.3096 0.0105+ | 0.0864 = | 2.1805 + 0.16442
84% 6.68%32° 0.0209° 0.0075¢ 0.022724 0.0034b¢ | 0.00282°
Bagazo 77.16% * 0.4214 0.1207 + | 0.2859 0.0140+ | 0.0822+ | 1.7803 + 0.10072
82% 7.58%3P 0.00722 0.0186¢ 0.0022¢ 0.0039° 0.00152Pp
Escala 85.53% * 0.3435 0.1095+ | 0.3455 0.0345+ | 0.1041 + | 2.2100 + 0.15122
piloto 1.78%3P 0.0274° 0.0028¢ 0.01483° 0.0080? 0.0127°

7.3.1 La cantidad de humedad en los cuerpos fructiferos no varia en la

mayoria de las proporciones empleadas

Los resultados de humedad de cada uno de los hongos en los diferentes sustratos y

escalas empleados se muestran en la Fig. 25. En este caso se puede apreciar que en

la mayoria de las muestras no hay una diferencia estadisticamente significativa a

excepcion de P. ostreatus en bagazo al 88%. En los demas casos el rango presentado

oscilé entre 77.16% £ 7.58% y 86.64% + 1.61% ademas de que no hubo diferencia

entre las muestras a escala laboratorio y piloto.

Para la especie de P. ostreatus los reportes en la literatura indican diferentes valores

segun el sustrato utilizado, los valores para paja suplementada con fertilizante NPK
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(10 kg: 6 g) son de 84.33% * 5.32% (Shalahuddin, et al., 2019), en mezcla de paja de
trigo con musgo (60%:40%) 91.06 = 3.12% (Valenzuela, et al., 2019) y en raquis de
maiz 90.57% (Hoa, et al., 2015).

De igual manera para P. djamor los valores de este parametro varian segun el sustrato
y cuyos valores para paja de trigo son 87.04% + 0.11% (Nayak, et al., 2022), en paja
de trigo suplementada de 10% de bagazo de cafia 89.35% + 0.29% (Hasan, et al.,
2015) y en mezcla de paja de trigo con musgo (60%:40%) de 93.64% * 2.36%
(Valenzuela, et al., 2019).

Para ambas especies de hongos los resultados de este trabajo son semejantes a los
reportados en la literatura, esto se puede deber principalmente a la capacidad de
retencion del agua del sustrato, sin embargo, existen otros factores que pueden afectar
a este parametro como son edad del hongo, humedad relativa, cepa cultivada y
condiciones post — cosecha (Hoa, et al., 2015). Asi mismo se ha comprobado que la
disponibilidad de agua tiene una influencia directa en la hidrdlisis de proteinas siendo
que cuando este soluto se encuentra por encima del 30% del peso humedo este

proceso es afectado negativamente (Butré, et al., 2014).
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Fig. 25 Porcentaje de humedad para cada una de las proporciones utilizadas, rastrojo de maiz y escala piloto

7.3.2 La cantidad de carbohidratos en los cuerpos fructiferos no varia con
respecto a las proporciones utilizadas, pero es menor con respecto al
valor reportado en la literatura.

Los resultados correspondientes a la cantidad de carbohidratos presentes de los
cuerpos fructiferos de cada uno de los sustratos, asi como para cada hongo cultivado
y sus respectivos controles y escalamiento se muestran en la Fig. 26. Se puede
apreciar que en la mayoria de los casos no existe una diferencia estadisticamente

significativa.

Unicamente las mezclas correspondientes de bagazo al 82%, presentaron diferencia
significativa en ambos hongos, para P. ostreatus se observé un incremento de hasta
un 20% con respecto a otras proporciones como bagazo al 86%. En cuanto a P. djamor
se aprecia un decremento de hasta 35.5% con respecto a la muestra de bagazo al
90%. Para ambos hongos se tienen valores que oscilan de 0.34 a 0.40 g de

carbohidratos / g materia seca.
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Reportes en la literatura indican que para P. ostreatus la cantidad de carbohidratos
varia segun el sustrato, por ejemplo si el hongo se cultiva en paja suplementada con
fertilizante NPK (10 kg: 6 g) se tiene un valor de 0.3342 + 0.035 g / g muestra seca
(Shalahuddin, et al., 2019), en mezcla de paja de trigo con musgo (60%:40%) 0.5242
1+ 0.0240 g/ g muestra seca (Valenzuela, et al., 2019), en paja de chufa 0.4628 £ 0.0007
g / g muestra seca (Mairami, et al., 2022) y en raquis de maiz 0.3078 (Hoa, et al.,
2015).

En el presente estudio el valor obtenido para P. ostreatus a escala piloto (0.3435 *
0.0274 g / g muestra seca) presenta una diferencia estadisticamente significativa con
lo reportado en la literatura, de hasta un 53% menos al compararlo con la mezcla de
paja de trigo con musgo (60%:40%), y teniendo un valor similar al reportado en paja

suplementada con fertilizante NPK (10 kg: 6 g) y raquis de maiz.

Para P. djamor se reporta que cuando este se cultiva en paja de trigo, la cantidad de
carbohidratos es de 0.4649 + 0.36 g / g muestra seca (Nayak, et al., 2022), en bagazo
de cafia suplementado con el 10% de paja de trigo 0.4901 + 0.0170 g / g muestra seca
(Hasan, et al., 2015), en paja de arroz 0.4475 £ 0.0202 g / g muestra seca (Jegadeesh,
et al., 2018), en mezcla de paja de trigo con musgo (60%:40%) 0.5131 £ 0.0364 g/ g
muestra seca (Valenzuela, et al., 2019). El resultado de la cantidad de carbohidratos
para P. djamor en este trabajo a escala piloto fue de 0.3709 + 0.0191 g / g muestra
seca, con una diferencia menor en un 20.6% con respecto a paja de arroz y hasta

38.3% con la mezcla de paja de trigo con musgo (60%:40%).

Los carbohidratos presentes en los cuerpos fructiferos varian en concentracion, la
mayor parte corresponde a glucosa con un 65.21%, ademas de presentar galactosa
en 19.33%, fucosa 6.68%, manosa 6.24% y acido glucurdnico 2.53%, asi como

polisacaridos complejos como la quitina 2% (Zhou, et al., 2016).

Dichos carbohidratos presentan efectos benéficos a la salud de los humanos. La
glucosa es la fuente primaria de energia del cuerpo y es de donde las células son

capaces de obtener energia (Medlineplus, 2024). Se recomienda que su consumo sea
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menor a 30 g por dia en adultos ya que pasar dicha cantidad conlleva a problemas de
salud como ganancia de peso, cancer, diabetes tipo 2, entre otros (National Health
Service, 2023). Los resultados obtenidos en el presente trabajo indican que si se
quisiera llegar al maximo de consumo de glucosa se requeririan 124 g secos de P.

djamory 134 g secos de P. ostreatus.

En cuanto a la galactosa este monosacarido actua como un protector para diversos
organos como el higado ademas de ayudar a mantener la homeostasis metabdlica
(Fos, et al., 2023). Reportes en la literatura indican que un consumo de galactosa entre
1,000 — 2,000 mg en adultos mejoran la glicosilacion de lipidos y proteinas (Shakerdi,
et al., 2022). Por lo tanto, si con los hongos producidos en este trabajo se quisiera
obtener la cantidad diaria de galactosa exclusivamente de P. djamor se requeriria un
consumo entre 13.95 — 27.9 g de muestra seca, mientras que con P. ostreatus el

consumo seria entre 15.06 — 30.12 g de muestra seca.

La fucosa esta comprobado que ayuda al establecimiento de una microbiota saludable,
ademas de proveerle de proteccion contra agentes patdégenos e infecciones (Garber,
et al., 2021). Se considera que un consumo seguro y favorable de fucosa en la dieta
humana es de 5 mg/ kg de peso, considerando una persona de 70 kg esto seria 350
mg (Union Europea, 2023). Con los datos obtenidos seria necesario consumir 14.11 g

de muestra seca de P. djamory 15.28 g de muestra se de P. ostreatus.

Mientras que la manosa puede ayudar a evitar infecciones de vias urinarias al prevenir
la adherencia bacteriana en las células uro epiteliales (Cooper, et al., 2022). Para la
prevencion de dichas infecciones se recomienda un consumo de 2 g por dia, mientras
que para el tratamiento de una infeccion la dosis se incrementa a 1.5 g dos veces al
dia (Carter, 2023). Por lo tanto, para la prevencién de infecciones de vias urinarias se
requeriria un consumo de 85 g de muestra seca de P. djamory 93 g de muestra seca

de P, ostreatus.

En el caso del acido glucurénico se ha comprobado que este es un metabolito clave

involucrado en la desintoxicacion de compuestos xenobidticos (Ho, et al., 2019)
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apoyando de esta manera a las funciones desintoxicantes del higado presentando asi
una propiedad hepatoprotectora (Martinez, et al., 2020). Reportes en ratones indican
beneficios en el consumo de este acido con dosis de 250 mg/ kg/ dia en su aparato
reproductor (Karpova, et al., 2001). Si se considerase esa dosis para humanos se
tendria que para una persona de 70 kg serian necesarios 265 g de muestra seca de

P. djamory 287 g de muestra seca de P. ostreatus.

La quitina estd comprobada que tiene beneficios para el sistema inmune ademas de
mejorar el proceso de digestidon por lo cual puede ser utilizado en pacientes con
problemas de obesidad u otros desordenes metabdlicos (Doctrow, 2023). Estudios
realizados con aves indican que una dieta enriquecida con 3 g/ kg de peso conllevan
a la pérdida de peso (Koide, 1998). Si se considera ese consumo se tendria entonces
que se deberian de consumir 405 g de muestra seca de P. djamory 441 g de muestra

seca de P, ostreatus

Por lo tanto, el consumo de los hongos P. ostreatus 'y P. djamor es seguro en cuanto a
carbohidratos al necesitar cantidades muy grandes para alcanzar el limite
recomendado para glucosa, asi mismo podria ser atractivo para suplementar la dieta
humana en cuanto a requerimientos de galactosa y fucosa, sin embargo, no seria
viable utilizarlo como suplemento para alcanzar las dosis diarias de manosa, acido

glucurdnico ni quitina.
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Fig. 26 Carbohidratos (g9 / g muestra seca) para cada una de las proporciones utilizadas, rastrojo de maiz y escala

piloto

7.3.3 La cantidad de fibra varia segun la proporcion de sustrato, y tipo de
género cultivado, siendo P. djamor el que presenta la mayor cantidad

Los resultados correspondientes a la cantidad de fibra de los cuerpos fructiferos para
cada una de las proporciones utilizadas en el cultivo de ambos hongos, asi como el
control y la escala piloto se muestran en la Fig. 27. En este caso, se puede apreciar
que existe una diferencia significativa entre las diferentes proporciones, asi como los
controles utilizados. Para P. djamor la mayor cantidad de fibra se encuentra en la
muestra control con una diferencia de 17% con respecto a la muestra de bagazo al
84% que es la que le sigue en valor, las demas muestras no presentan diferencia

estadisticamente significativa.

Para P. ostreatus la muestra correspondiente a bagazo al 90% es la que contiene la
mayor cantidad de fibra, con una diferencia de 37.7% con respecto a la muestra de
bagazo al 86% que es la que le sigue de valor, en cuanto a las demas muestras

incluyendo al control no existe una diferencia significativa. Los resultados muestran
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ademas que a excepcion de la proporcion de bagazo al 90% el hongo P. djamor

contiene al menos un 24.7% y hasta un 78% mas de fibra con respecto a P. ostreatus.

La cantidad de fibra varia segun el sustrato en el que se cultivan los hongos, para P.
ostreatus cultivado en paja suplementada con fertilizante NPK (10 kg: 6 g) se observé
un valor de 0.2585 £ 0.0357 g / g muestra seca (Shalahuddin, et al., 2019) en 50%
tallo de palma con 50% paja de trigo fue de 0.1103 £ 0.09 g / g muestra seca (Elkanah,
et al., 2022), en mezcla de paja de trigo con musgo (60%:40%) se reporté 0.1177 +
0.0244 g / g muestra seca (Valenzuela, et al., 2019), en paja de chufa fue 0.1126 *
0.006 g / g muestra seca (Mairami, et al., 2022) y en raquis de maiz de 0.2975 (Hoa,
et al., 2015).

En este trabajo el resultado obtenido a escala piloto (bagazo al 86%) fue de 0.1095 +
0.0028 g / g muestra seca cuyo valor es cercano a los demas reportes, pero 58%
menor con respecto al valor de paja suplementada con fertilizante NPK (10 kg: 6 g) y

un 63% menor con respecto al raquis de maiz.

La literatura de igual manera reporta variaciones en la cantidad de fibra segun el
sustrato para P. djamor, cuando este se cultiva en paja de trigo el valor es de 0.2147 +
0.09 g / g muestra seca (Nayak, et al., 2022), en bagazo de cana suplementado con
10% de paja de trigo fue 0.2265 £ 0.004 g / g muestra seca (Hasan, et al., 2015), en
paja de arroz 0.1460 £ 0.0043 g / g muestra seca (Jegadeesh, et al., 2018), en mezcla
de paja de trigo con musgo (60%:40%) de 0.0786 £ 0.0225 g / g muestra seca
(Valenzuela, et al., 2019). Los resultados del presente proyecto indican que en la
escala piloto el valor de fibra es de 0.1814 + 0.0099 g / g muestra seca siendo 24%
mejor que lo reportado para paja de arroz y 230% mejor que la mezcla de paja de trigo
con musgo. Sin embargo, el valor de fibra fue 15% y 20% menor a lo reportado en paja

de trigo y bagazo de cana-trigo.

Se entiende por fibra cruda todas aquellas sustancias organicas no nitrogenadas que
no se disuelven tras una serie de hidrdlisis acidas y alcalinas sucesivas, en su mayoria

este tipo de fibra se compone por celulosa (90%), lignina y hemicelulosa (10% entre
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ambas) conformando la mayoria de la fibra insoluble (Garcia, et al., 2008). Este tipo
de fibra se ha comprobado que promueve el movimiento de la materia dentro del tracto
digestivo ademas de que aumenta el volumen de las heces siendo beneficioso para
aquellas personas que padecen de algun problema de estrefiimiento (MayoClinic,
2022)

Actualmente el concepto de fibra cruda tiene poca significancia en la nutricidn humana
y se considera considerandose de mayor importancia la fibra dietaria, sin bien, no
existe una relacién directa entre ambos tipos de fibra se tienen estimaciones de que
los valores de fibra dietaria son de 3 a 5 veces mayores que los valores de fibra cruda
(Pak, 1997),se recomienda un consumo diario entre 25 y 30 g de fibra dietaria
(University of California San Francisco, 2024) por lo cual, con los resultados obtenidos
y considerando la menor estimacion previamente mencionada se tiene que se
requeriria de un consumo de 137.8 g de muestra seca de P. djamor y 228.3 g de
muestra seca de P. ostreatus, lo cual haria inviable el uso de este alimento como unica
fuente de fibra para la dieta humana pero seria util como suplemento en las dietas

humanas.
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Fig. 27 Fibra (g / g muestra seca) para cada una de las proporciones utilizadas, rastrojo de maiz y escala piloto

7.3.4 La cantidad de proteinas presentes en P. djamor es mayor que la
cantidad reportada en la literatura para P. ostreatus

Los resultados correspondientes a la cantidad de proteinas de los cuerpos fructiferos
para cada uno de los sustratos utilizados, asi como para el control (100% rastrojo de
maiz) y escala piloto (bagazo al 86%) se muestran en la Fig. 28. En este caso se puede
apreciar que existe una diferencia entre los controles y las mezclas de sustratos en
ambas especies, siendo que para P. ostreatus dicha diferencia es de al menos un 22%
en bagazo al 82% y hasta un 38% en bagazo al 86%. Para P. djamor la mayor
diferencia se encuentra entre el control y la mezcla de bagazo al 82%, la cual presento
hasta un 29% mas de proteinas. Cuando comparamos las especies de Pleurotus, la
mayor diferencia se encuentra entre las muestras de bagazo al 82%, en donde se
observé una mayor cantidad de proteinas en P. djamor con una diferencia del 32%.

Sin embargo, en la escala piloto no existe una diferencia significativa entre ellos.

Reportes en la literatura indican diferentes valores segun el sustrato utilizado para el

cultivo de hongos. En el caso de P. ostreatus cuando este se cultiva en paja
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suplementada con fertilizante NPK (10 kg: 6 g) se tiene un valor de 0.2554+ 0.0427 g
/ g muestra seca (Shalahuddin, et al., 2019) en 50% tallo de palma con 50% paja de
trigo 0.1914 + 0.001 g / g muestra seca (Elkahan, et al., 2022), en mezcla de paja de
trigo con musgo (60%:40%) 0.2528 + 0.0050 g / g muestra seca (Valenzuela, et al.,
2019), en paja de chufa 0.2390 + 0.016 g / g muestra seca (Mairami, et al., 2022) y en
raquis de maiz 0.2970 g / g muestra seca (Hoa, et al., 2015). En el presente trabajo el
resultado para la muestra a escala piloto fue de 0.3455 + 0.0148 g / g muestra seca,
encontrandose por encima de todos los reportes comparados por al menos un 18% en
raquis de maiz y hasta un 84% con respecto al sustrato conformado por en 50% tallo

de palma con 50% paja de trigo.

Para P. djamor los reportes indican que cuando este se cultiva en paja de trigo se tiene
un valor de 0.2363 £ 0.0026 g / g muestra seca (Nayak, et al., 2022), en bagazo de
cafia suplementado con un 10% de paja de trigo 0.2350 + 0.0162 (Hasan, et al., 2015),
en paja de arroz 0.3550 + 0.0178 g / g muestra seca (Jegadeesh, et al., 2018), en
mezcla de paja de trigo con musgo (60%:40%) 0.3098 + 0.0435 g / g muestra seca
(Valenzuela, et al., 2019). En el presente trabajo, se observd que la cantidad de
proteinas es de 0.3518 + 0.0062 g / g muestra seca siendo similar a la cantidad
reportada en paja de arroz y en paja de trigo con musgo (60%:40%) y fue 49% mayor
a lo reportado en sustratos como paja de trigo y bagazo de cana con un 10% de paja

de trigo.

Los resultados de este trabajo y de la literatura indican que en la mayoria de los casos
hay una mayor concentracion de proteinas en los sustratos que han sido
suplementados o mezclados a comparacion de aquellos sustratos que solo estan
conformados por una materia prima, ya que al suplementar los sustratos conlleva a un
incremento en la cantidad de carbono y nitrégeno (Elkanah, et al., 2022). Por lo tanto,
la cantidad de proteinas presentes en el cuerpo fructifero depende del sustrato
utilizado para el cultivo de los hongos (Garuba, et al., 2017) y ademas de afecta la
calidad de dicha proteina (Hoa, et al., 2015).
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Se ha comprobado ademas que los cuerpos fructiferos de los hongos del género
Pleurotus cuentan con todos los aminoacidos esenciales y la mayoria de los no
esenciales (a excepcion de alanina, asparagina y glutamina), por tanto es considerado

como un alimento funcional que enriquece la dieta humana (Jegadeesh, et al., 2018).
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Fig. 28 Proteinas (g / g muestra seca) para cada una de las proporciones utilizadas, rastrojo de maiz y escala
piloto

7.3.5 La cantidad de lipidos en los cuerpos fructiferos varia segun la

proporcion de sustrato utilizado y se encuentran dentro del rango
reportado en la literatura

Los resultados correspondientes a la cantidad de lipidos de los cuerpos fructiferos de

los hongos para cada uno de los sustratos, asi como el control y la escala piloto se

muestran en la Fig. 29. En este caso dependiendo de la proporcion de sustrato

utilizado, es la cantidad de lipidos que se tienen en el cuerpo fructifero, para P. djamor

la muestra cultivada con bagazo al 84% tiene hasta 39 veces mas lipidos en

comparaciéon con la muestra cultivada en bagazo al 82%, mientras que P. ostreatus

cultivado en bagazo al 86% tiene hasta 43 veces mas lipidos que la muestra en bagazo
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al 90%. Sin embargo, en la escala piloto se puede apreciar que P. ostreatus tiene una

media 1.83 veces mayor cantidad de lipidos con respecto de P. djamor.

Los valores reportados segun el sustrato utilizado para el cultivo de hongos de P,
ostreatus en paja suplementada con fertilizante NPK (10 kg: 6 g) fue de 0.0643+ 0.0427
g/ g muestra seca (Shalahuddin, et al., 2019) en 50% tallo de palma con 50% paja de
trigo de 0.0157 + 0.002 g / g muestra seca (Elkanah, et al., 2022), en mezcla de paja
de trigo con musgo (60%:40%) de 0.0127 + 0.0008 g / g muestra seca (Valenzuela, et
al., 2019), en paja de chufa de 0.0521 + 0.0007 g / g muestra seca (Mairami, et al.,
2022) y en raquis de maiz de 0.0267 g / g muestra seca (Hoa, et al., 2015). En el
presente trabajo el resultado para la muestra a escala piloto fue de 0.0345 + 0.0080 g

/ g muestra seca, encontrandose en el rango de valores reportados en la literatura.

Para P. djamor los reportes de la cantidad de lipidos presentes cuando este se cultiva
en paja de trigo fueron de 0.0290 + 0.0004 g / g muestra seca (Nayak, et al., 2022), en
bagazo de cafa suplementado con un 10% de paja de trigo de 0.0634 + 0.0162
(Hasan, et al., 2015), en paja de arroz de 0.0172 + 0.0003 g / g muestra seca
(Jegadeesh, et al., 2018), en mezcla de paja de trigo con musgo (60%:40%) de 0.0155
+ 0.0028 g / g muestra seca (Valenzuela, et al., 2019). En el presente trabajo, el
resultado a escala piloto mostré una cantidad de lipidos de 0.0186 + 0.0055 g / g

muestra seca y semejante a los rangos establecidos en la literatura.

Para el perfil de lipidos que se ha reportado para los hongos del género Pleurotus se
encuentran el acido linoleico conjugado, acido palmitico, acido oleico, acido nonanico,
acido estearico, acido caprilico y ergosterol (Jegadeesh, et al., 2018). Entre los lipidos
mencionados anteriormente se han comprobado diversas propiedades nutricionales y

bioldgicas.

El acido linoleico conjugado es el que se encuentra en mayor cantidad representando
hasta un 65.29% del total (Ergonul, et al., 2013) se reporta que tiene efecto
hipocolesterolémico, antiaterogénico, efecto inmunoestimulante, anticancerigeno,

funcion antioxidante y participante en el reductor del peso corporal (Sanhueza, et al.,
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2002). En promedio un adulto consume 16 g por dia de acido linoleico (Jandacek,
2017) por lo cual si se quisiera suplir esta cantidad se requeririan 860 g de muestra

seca de P. djamory 463.7 g de muestra se ca de P. ostreatus.

Mientras que otros como el ergosterol se ha demostrado que tiene actividad
antidiabética para el tratamiento de diabetes tipo Il (Xiong, et al., 2017), si bien no se
tiene reportado la cantidad exacta necesaria de ergosterol para dicho tratamiento, el
consumo de 3 g de muestra seca de hongo dividida en 3 dosis tras 3 meses de
tratamiento conlleva a la reduccion de la presidn sistélica y diastélica en la sangre, de
la glucosa plasmatica en ayunas, de la hemoglobina A1c (HbA1c) sin tener un
incremento en el nivel de creatina plasmatica indicando que no afecta al sistema renal
(Choudhury, et al., 2013).

Por lo tanto, el uso de estos hongos podria ser como un suplemento alimenticio para
el tratamiento de la diabetes tipo Il ya que el requerimiento para cumplir con la cantidad

de consumo de acido linoleico es muy alta.
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Fig. 29 Lipidos (g / g muestra seca) para cada una de las proporciones utilizadas, rastrojo de maiz y escala piloto
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7.3.6 La cantidad de cenizas presentes en los cuerpos fructiferos es menor
en las proporciones de bagazo al 82%

Los resultados correspondientes a la cantidad de cenizas para ambas especies

cultivadas en los diferentes sustratos, asi como la muestra control y a escala piloto se

presentan en la Fig. 30. En este caso solo se observo una diferencia significativa en la

muestra P. ostreatus cultivada en rastrojo de maiz y en bagazo al 82%, y presentd un

28% mas cantidad de minerales.

Reportes en la literatura indican diferentes valores segun el sustrato utilizado para el
cultivo de hongos. En el caso de P. ostreatus cuando este se cultiva en paja
suplementada con fertilizante NPK (10 kg: 6 g) se reporté un valor de 0.0876+ 0.0029
g/ g muestra seca (Shalahuddin, et al., 2019) en 50% tallo de palma con 50% paja de
trigo de 0.0655 + 0.0012 g / g muestra seca (Elkanh, et al., 2022), en mezcla de paja
de trigo con musgo (60%:40%) de 0.0926 + 0.0040 g / g muestra seca (Valenzuela, et
al., 2019), en paja de chufa de 0.0825 + 0.005 g / g muestra seca (Mairami, et al., 2022)

y en raquis de maiz de 0.0710 g/ g muestra seca (Hoa, et al., 2015).

En el presente trabajo para los cultivos a escala piloto se observd una cantidad de
cenizas de 0.1041 + 0.0127 g / g, cercano a los valores reportados para mezcla de
paja de trigo con musgo (60%:40%), paja suplementada con fertilizante NPK (10 kg: 6

g) Yy paja de chufa, siendo ademas mayor a todas las demas referencias

En cuanto a P. djamor los reportes indican que la cantidad de cenizas cuando este se
cultiva en paja de trigo fue de 0.0549 £ 0.0003 g / g muestra seca (Nayak, et al., 2022),
en bagazo de cafia suplementado con un 10% de paja de trigo de 0.0875 + 0.0068
(Hasan, et al., 2015), en paja de arroz de 0.0590 + 0.0005 g / g muestra seca
(Jegadeesh, et al., 2018), en mezcla de paja de trigo con musgo (60%:40%) de 0.0830
+ 0.0042 g / g muestra seca (Valenzuela, et al., 2019). En el presente trabajo la
cantidad de cenizas fue de 0.0869 £ 0.0111 g/ g muestra seca, valor que es similar
a la mezcla de paja de trigo con musgo (60%:40%) y al de bagazo de cana
suplementado con un 10% de paja de trigo, pero los valores obtenidos se encuentran

por encima de la paja de arroz por un 58% y de la paja de trigo por un 60%.
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La ceniza es el residuo inorganico que se recupera tras la incineracion de la materia
organica, dicha ceniza esta compuesta por minerales los cuales varian segun la matriz
organica que se esté analizando (Pomeranz & Meloan, 1994). Para los hongos del
geénero Pleurotus se ha reportado que contiene diferentes minerales siendo rico en
potasio, calcio y fosforo ademas de tener otros como cobre, hierro, magnesio,
manganeso, zinc, selenio. De igual manera la composicion mineral de los cuerpos
fructiferos depende del sustrato utilizado, asi como también de la conductividad
eléctrica del sustrato ya que conforme mayor sea, lo sera también la absorcién del

cuerpo fructifero (Hoa, et al., 2015).

En cuanto a contenido de potasio se tiene para P. ostreatus valores entre 19.50 mg/g
—20.39 mg/g de muestra seca y 39.68 — 42.18 mg/g de muestra seca y para magnesio
de 1.27 — 1.75 mg/g de muestra seca y 1.57 — 2.50 mg/g de muestra seca (Jin, et al.,
2018); (Sales, et al., 2009). ElI consumo diario recomendado de potasio es de 3,400
mg para hombres y 2,600 mg para mujeres (National Institutes of Health, 2019) lo cual
se podria obtener con un consumo de 195y 150 g de muestra seca de P. djamory 165
y 125 g de muestra seca de P. ostreatus. En cuanto a magnesio se recomienda un
consumo diario de 400 mg para hombres y 310 mg para mujeres (National Institutes
of Heatlth, 2020), si esta cantidad se quisiera completar con el consumo de hongos
seria necesario consumir 230 y 172 g de muestra seca de P. djamory 192 y 144 g de
muestra seca de P. ostreatus, por lo cual no seria una buena alternativa para suplir

toda la necesidad de estos minerales pero si como un suplemento que los contenga.
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Fig. 30 Cenizas (g / g muestra seca) para cada una de las proporciones utilizadas, rastrojo de maiz y escala piloto

7.3.7 EIl contenido fendlico total disminuye conforme se aumenta la cantidad

de rastrojo de maiz en el sustrato.
los resultados correspondientes al contenido total fendlico para cada especie de hongo
cultivado en sus diferentes proporciones de sustrato, en la escala piloto y en su
correspondiente control se muestran en la Fig. 31. Se puede apreciar que la muestra
de P. ostreatus cultivada en bagazo de malta al 90% es la que mayor cantidad de
antioxidantes contiene en su matriz, al compararlo con P. djamor en esa misma

proporcion este ultimo mostré un 23% menos de antioxidantes.

Al comparar ambas muestras con sus respectivos controles se tiene que para P.
ostreatus y P. djamor en bagazo al 90% tuvo un valor 1.77 y 1.66 veces mayor que el

control, respectivamente.

Asi mismo se observd que para P. ostreatus en escala laboratorio hay una tendencia
a disminuir en la cantidad de antioxidantes conforme son cultivados con mayor

proporcion de rastrojo de maiz en la mezcla. Se observé que las muestras de bagazo
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al 86% (y por lo tanto 14% de rastrojo de maiz) tienen un valor similar a las muestras

control.

Para P. djamor se observd que en escala laboratorio no existe una diferencia de la
cantidad de antioxidantes presentes en aquellos hongos cultivados en bagazo al 90%,
88% ni 86%. Se encontr6 que si existe diferencia significativa en cantidad de
compuestos fendlicos cuando se utilizaron para el cultivo del hongo mezclas de bagazo
al 84% y 82% y se observd la misma tendencia de disminuir la cantidad del contenido

total fendlico conforme se aumenta la cantidad de rastrojo de maiz.

En cuanto a la muestra cultivada a escala piloto esta también presenta una diferencia
en contenido antioxidante con respecto del cultivo a escala laboratorio (bagazo al
86%), observandose que para la escala piloto hay una reduccion de la cantidad de
antioxidantes en un 28% para P. ostreatus y en 27% para P. djamor esto sugiere que

el disefio del reactor puede afectar al contenido total fendlico.

Para P. ostreatus se ha reportado un contenido de antioxidantes, cuando se cultiva en
raquis de maiz de 1.18 £ 0.06 mg eq. ac. galico / g muestra seca (Jin, et al., 2018), en
tronco de alamo de 4.83 mg eq. 4c. galico / g muestra seca (Valiente, et al., 2016) y en
trigo de 7.93 + 1.46 mg eq. ac. galico / g muestra seca (Torres, et al., 2023). En el
presente trabajo el valor observado de antioxidantes a escala piloto fue de 2.21 £ 0.15
mg eq. ac. galico / g muestra seca, siendo este valor de antioxidantes 2 veces mayor
a lo reportado en raquis de maiz pero 2.19 y 3.58 veces menor al tronco de alamo y

trigo, respectivamente.

Para P. djamor al comparar con la literatura se reporté que cuando este se crece en
paja de arroz los valores fueron de 6.750 + 0.23 mg eq. ac. galico / g muestra seca
(Jegadeesh, et al., 2018), en paja de 0.95 + 0.02 mg eq. ac. galico / g muestra seca
(Oropeza, et al., 2017) y en sorgo de 27 + 4.89 mg eq. ac. galico / g muestra seca
(Babu, et al., 2014). En el presente trabajo el resultado obtenido fue de 2.17 £ 0.18 mg

eq. ac. galico / g muestra seca siendo 2.28 veces mayor a lo reportado en paja, sin
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embargo, el valor es 3.11 y 12.44 veces menor a lo reportado en paja de arroz y sorgo,

respectivamente.

Los hongos comestibles tienen propiedades antioxidantes y se consideran como
alimentos funcionales, para los hongos del género Pleurotus se ha demostrado que la
adicion de extractos de antioxidantes en muestras de carne reduce la oxidacion de los
lipidos (Torres, et al., 2023). Estos hongos tienen ademas una alta cantidad de
compuestos fendlicos, flavonoides y alcaloides siendo una fuente rica en antioxidantes
por lo cual tienen un potencial para el desarrollo de terapias asociadas al estrés
oxidativo (Effiong, et al., 2024). Asi mismo los compuestos fendlicos son los principales
antioxidantes encontrados en los cuerpos fructiferos de dichos hongos (Sulistiany, et
al., 2016).

Los arandanos son una de las principales fuentes de antioxidantes en la dieta humana,
se recomienda un consumo diario de 178 gramos (Berman, 2023). Estudios indican
que este fruto contiene 696.46 mg eq. ac. galico/ 100 g muestra fresca (Catanio, et al.,
2022), por lo tanto, el consumo diario recomendado equivaldria a 1,239 mg eq. ac.
galico que si se decidiera suplir unicamente con hongos se requeriria una cantidad de
571 g de muestra seca de P. djamor y 560 g de muestra seca de P. ostreatus, por lo
tanto, no seria viable utilizar este alimento para suplir la cantidad necesaria de

antioxidantes en la dieta.

Los resultados obtenidos y la comparacion con lo reportado en la literatura parecen
indicar que existe una relacion entre el sustrato utilizado con el contenido fendlico total,
ya que cuando se utilizan sustratos que no son un residuo agroindustrial (sorgo vy trigo)
los resultados son mayores, asi mismo en el presente trabajo se pudo apreciar que al
incrementar la cantidad de rastrojo de maiz en el sustrato conlleva a una disminucion

en el contenido fendlico total.
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Fig. 31 Contenido fendlico total (mg eq ac. galico/ g muestra seca) para cada una de las proporciones utilizadas,

rastrojo de maiz y escala piloto

7.3.8 EIl sustrato tiene un efecto directo en los nutrientes presentes en los
cuerpos fructiferos para los hongos P. ostreatus y P. djamor

Los resultados presentados en los apartados anteriores indican que existe una relacion
entre la mezcla utilizada en el sustrato para el crecimiento de los hongos del género
Pleurotus, en este caso la mezcla de bagazo al 86% fue la que mayor media tuvo para
proteinas, ademas de presentar una de las menores cantidades de carbohidratos y
mantener valores de fibra, antioxidantes, lipidos y cenizas similares a las demas
muestras, asi mismo los resultados en los parametros productivos indicaron que esta
mezcla fue la de mayor media de la TP por lo cual se tom¢ la decision de usar esta

mezcla para el escalamiento ascendente.

Si bien, este hongo tiene propiedades nutrimentales atractivas, estas no son lo
suficientes para suplir algun aspecto por completo en una dieta, sino que mas bien

pueden funcionar como un buen suplemento alimenticio ademas de que se puede
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enfocar su consumo en compuestos como el ergosterol que con bajas cantidades de

consumo se pueden lograr beneficios a la salud del humano.

Asi mismo los resultados del presente trabajo y los reportados en la literatura parecen
indicar que hay una tendencia de una mayor cantidad de proteinas presentes en el
cuerpo fructifero, mientras que la cantidad de carbohidratos disminuye, sin embargo
es conveniente realizar analisis del sustrato utilizado para determinar la relacion C/N
ya que este parametro estda comprobado que afecta la productividad y la cantidad de
proteinas presentes en los cuerpos fructiferos de P. ostreatus teniendo un valor 6ptimo
entre 38 y 48. Asi mismo, al suplementar el sustrato con una fuente de nitrégeno es
importante considerar la naturaleza organica o inorganica, para mejorar la calidad de

las proteinas obtenidas (Ruilova, et al., 2017).

Si bien, los resultados de lipidos se encontraron dentro de los parametros reportados
en la literatura seria importante realizar este mismo analisis en la materia prima para

corroborar si es que afecta de alguna forma la sintesis de estos.

La cantidad de contenido fendlico total tuvo variacién segun el sustrato utilizado, se
observo que los hongos cultivados en el sustrato control tuvieron la menor cantidad en
comparaciéon con los hongos cultivados en las mezclas, sin embargo, conforme se
incrementd la cantidad de rastrojo de maiz el valor de antioxidantes disminuyé hasta
llegar a tener el mismo que el control para las mezclas de bagazo al 84% y 82%, por
esta razon para este parametro seria importante realizar la determinacién de contenido
fendlico total en el sustrato para corroborar que este se ve afectado por el sustrato

utilizado durante el cultivo del hongo.

Se observé una disminucioén del contenido fendlico al realizar el escalamiento, lo que
sugiere que el diseno del reactor puede tener un efecto en este parametro, por esta
razén podrian proponer diferentes conformaciones y estudiarse diferentes fendmenos
de transferencia de masa y momento en el mismo, para corroborar que la cantidad de

compuestos fendlicos totales estan relacionados con el disefio del reactor.
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Por ultimo, la conductividad eléctrica es otro parametro que se podria medir en el
sustrato utilizado ya que lo reportado por Hoa, et al. (2015) indica que este parametro
afecta de manera directa la absorcion de los minerales por los cuerpos fructiferos,
ademas seria importante determinar los minerales presentes tanto en los sustratos

como en los cuerpos fructiferos.

7.4 Los extractos crudos enzimaticos recuperados del RRH tienen actividad

de amilasas, celulasas, lacasas y xilanasas

Los resultados correspondientes a los analisis de proteinas totales de los extractos
crudos enzimaticos recuperados de las muestras de RRH, asi como la actividad
enzimatica especifica de cada uno de ellos para amilasas, celulasas, lacasas y
xilanasas se presentan en la Tabla 10. En este punto cabe resaltar que al ser extractos
crudos no han sido sometidos a procesos de purificacion.

Tabla 10 Actividad enzimatica de los extractos crudos enzimaticos recuperados del residuo remanente de los

hongos del género Pleurotus cultivados en las diferentes proporciones de sustratos, rastrojo de maiz (control) y

cultivo a escala piloto

Especie Proporcién | Concentracion | Actividad Actividad Actividad Actividad
proteinas enzimatica | enzimatica | enzimatica | enzimatica
(mg/mL) amilasas celulasas xilanasas especifica
(Ul/lg RRH) | (Ul/g RRH) | (Ul/lg RRH) | lacasas
(UI/L)
Control 0.1184 +|0.0765 +|0.1104 +|0.1796 <+ | 16,769
0.00322.5 0.01032b 0.0111° 0.00814 47°
Bagazo 0.1393 +]0.1012 +|0.1144 +|0.1910 <+ | 18,114
90% 0.0160¢ 0.0063¢ 0.0037° 0.0128¢ 1,151¢b
Bagazo 0.1291 + | 0.0873+ 0.1324 +|0.1296 +| 29,334 ¢
P. djamor
88% 0.0140¢ 0.0072ab 0.0101¢d 0.0118° 800¢
Bagazo 0.1296 +|0.1307 +|0.0790 +|0.2673 + 19,803
86% 0.0044¢ 0.0172¢e 0.00432 0.0260¢ 348¢
Bagazo 0.1281 (01123 +|0.1094 +|0.1868 +|20,726 =
84% 0.0043¢ 0.0100¢¢ 0.0011° 0.0104¢ 1,176 ¢
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Bagazo 0.1181 +|0127 +£|01100 +|0.1441 <+ 16,567 =
82% 0.00332» 0.0293p-cd 0.0096° 0.0161b¢c 907"
Escala 0.1268 +|0.1564 +|0.1328 +|0.1927 + 16615 =
piloto 0.00972.bc 0.0096°f 0.0098¢4 0.0176¢ 1,247°
Control 0.1195 +|0.0689 +|0.0846 +|0.1289 +|19481 =
0.0012° 0.01412 0.00592 0.0109° 586°
Bagazo 0.1143 01402 +|0.1574 +|0.1090 =+ | 14,786 =
90% 0.00172 0.0077ed 0.0096° 0.00372 1,3212b
Bagazo 0.1167 +|0.1049 +|0.1086 +|0.1070 + | 18,846 =+
88% 0.00042 0.0060¢° 0.0091°b 0.00262 220¢°
P Bagazo 0.1167 +|0.1505 +|0.1200 +|0.1891 + 26,848
ostreatus | 86% 0.00042 0.0052¢ 0.0025¢4 0.0094¢ 1,499¢
Bagazo 0.1232 +|0.0904 +|0.1240 +|0.1136 +| 19344
84% 0.00400¢ 0.0027° 0.0013¢ 0.00372 1,476
Bagazo 0.1183 +|0.1633 +|0.1361 +|0.1542 26,811 =
82% 0.00282> 0.0046f 0.0070¢ 0.0090¢ 940
Escala 0.1294 +|0.1192 +£|0.0741 +|0.2009 12970 =
piloto 0.0081b¢ 0.0132¢d 0.00752 0.0084¢ 7402

7.4.1 Laconcentracion de proteinas no se ve afectada al momento de realizar
el cambio de escala, presentando valores similares a los de la muestra
control, pero dos veces por debajo a lo reportado en la literatura.

Los resultados correspondientes a la concentracién de proteinas de los extractos
crudos enzimaticos recuperados del RRH de cada uno de los sustratos a escala
laboratorio, asi como el control y la muestra a escala piloto se presentan en la Fig. 32.
Para el caso de las muestras de P. ostreatus se pudo apreciar que las proporciones de
bagazo de malta al 90%, 88% y 86% se encuentran por debajo de los valores de la
muestra control por al menos un 6%, mientras que las demas muestras tienen valores
similares, en este caso se aprecid6 que no hay un efecto negativo debido al

escalamiento.

Para P. djamor se observé que la mayoria de las muestras a escala laboratorio (a
excepcion de la de bagazo al 82%) tienen una mayor concentracion de proteinas con

respecto al control presentando valores con al menos un 9% mas de concentracion de
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proteinas, similar al caso anterior el cambio de escala no tiene un efecto negativo en

la cantidad de proteinas recuperadas del RRH.

Reportes en la literatura indican que las concentraciones de proteina son 0.288 + 0.047
mg/g en buffer de citrato de sodio 50 mM pH 4.5 (Lim, et al., 2013) y en agua de la
llave de 0.1954 mg/g (Shan & Hassan, 2022). En el presente trabajo los valores
obtenidos a escala piloto fueron de 0.1268 + 0.0097 mg/mL y 0.1294 + 0.0081 mg/ mL
siendo 2.27 veces menor a lo obtenido en buffer de citrato de sodio 50 mM pH 4.5y
1.54 veces menor a lo obtenido en agua de la llave, lo cual podria tener una implicacion

en la actividad enzimatica especifica.
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Fig. 32 Cantidad de proteinas (mg /g de RRH) para cada especie de hongo y proporcién de sustrato
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7.4.2 La actividad enzimatica de amilasas varia segun la proporciéon de
bagazo utilizada ademas de que presenta cambios al momento de
realizar el escalamiento

Los resultados obtenidos para la actividad enzimatica de amilasas de cada una de las
muestras cultivadas en sus respectivos sustratos a escala laboratorio, asi como la

escala piloto y sus controles se muestran en la Fig. 33.

Para P. ostreatus se pudo apreciar que las muestras que corresponden a la escala
laboratorio y piloto tienen valores de AE por encima de la muestra control siendo la
mayor la que corresponde a bagazo al 82% (con la mayor actividad de todas las
muestras). La AE de amilasa tuvo un valor 2.37 veces mayor, mientras que el de la
escala piloto es 1.73 veces mayor que el control. Entre escalas laboratorio y piloto se

observé una disminucion de la AE de amilasa en un 21% a escala piloto.

Para P. djamor se observo una tendencia similar en donde la mayoria de las muestras
a escala laboratorio (a excepcion de bagazo al 88% y 82%) y piloto mostraron tener
un valor mayor de actividad enzimatica en comparacion del control, en este caso la
mayor media de AE de amilasa fue a escala piloto con un valor 2.05 veces por encima
del control, asi mismo no se observd una diferencia significativa entre la muestra de

bagazo al 86% y a escala piloto.

Los reportes en la literatura indican diferentes valores de actividad enzimatica de
amilasas en diversos buffers y sustratos, habiendo casos en los que no se detecta la
presencia de dichas enzimas (Vats, et al., 2022), en el caso de citrato de sodio 50 mM
pH 4.5 se tiene una actividad de 2.8 + 0.21 U/g (Lim, et al., 2013), en buffer alcalino
para P. djamor 1 U/g y P. ostreatus 0.74 U/g (Afsar, et al., 2024) y 0.042 U/mL en

Pleurotus florida cultivado en paja de arroz (Devi, et al., 2020).

En el presente trabajo los valores obtenidos a escala piloto fueron de 0.1564 + 0.0096
U/g RRH y 0.1192 £ 0.0132 U/g RRH en P. djamor y P. ostreatus, respectivamente
encontrandose hasta 23 veces por debajo a lo reportado en citrato de sodio 50mM pH

4.5. y 8.4 veces por debajo de lo obtenido en buffer alcalino, sin embargo, ambos

117



autores no indican la procedencia del RRH del cual se extraen las enzimas, solamente
mencionan que fueron recuperados de granjas de hongos. En cuanto a la comparacion
con los resultados presentados en paja de arroz el valor obtenido en el presente trabajo
fue hasta 3.7 veces mayor, si bien, la especie de hongo es diferente corresponde aun

al género Pleurotus.
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Fig. 33 Actividad enzimatica de amilasas (Ul/lg RRH) para cada especie de hongo y proporcién de sustrato

7.4.3 La actividad enzimatica de las celulasas presenta una variacion para
las proporciones utilizadas a escala laboratorio, siendo mayor para el
hongo P. ostreatus, ademas de tener un cambio de dicha actividad en
ambos hongos al momento de realizar el escalamiento.

los resultados correspondientes a la actividad enzimatica de celulasas en los extractos
enzimaticos crudos recuperados de cada una de las muestras del presente proyecto
se muestran en la Fig. 34. Para P. ostreatus se pudo observar que las muestras
cultivadas a escala laboratorio tienen valores de AE de celulasas mayores al control,
siendo la muestra de bagazo al 90% la que presenté mayor actividad con un valor 1.86

veces mas con respecto al control. La muestra cultivada a escala piloto presenté un
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43% menos de AE de celulasas con respecto a la misma proporcion a escala
laboratorio (bagazo al 86%) y cuyo valor fue igual al de la muestra control. Para P,
djamor las muestras cultivadas en bagazo al 88% y en escala piloto, fueron las que

presentaron la mayor AE con un valor 1.2 veces mayor al control.

Los reportes en la literatura indican que los extractos enzimaticos con actividad
especifica de celulasas tienen valores de 0.114 U/g a 0.179 U/g para P. ostreatus
cultivado en 95% aserrin, 3% paja de arroz, 1% CaCOsy 1% CaSO4 (Qorri, et al.,
2022), en buffer alcalino para P. djamor de 0.586 U/g y P. ostreatus 0.42 U/g (Afsar, et
al., 2024) y en buffer de citrato de sodio 50 mM pH 4.5 una actividad de 2.18 £ 0.213
U/g (Lim, et al., 2013).

En el presente trabajo los resultados para las muestras a escala piloto fueron de 0.1328
+ 0.0098 Ul/g RRH y 0.0741 = 0.0075 Ul/g RRH para P. djamor y P. ostreatus
respectivamente, esto representa un valor en P. djamor similar y 1.98 veces menor
para P. ostreatus a lo obtenido en P. ostreatus cultivado en 95% aserrin, 3% paja de
arroz, 1% CaCOsy 1% CaSOs4, sin embargo, ambas muestras se encuentran 4.41 y
5.67 veces respectivamente por debajo a lo reportado en buffer alcalinoy 16.41y 29.42

veces por debajo a lo reportado en buffer de citrato de sodio 50 mM pH 4.5.
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Fig. 34 Actividad enzimatica especifica de celulasas (Ul/g RRH) para cada especie de hongo y proporcion de

sustrato

7.4.4 La actividad de lacasas fue mayor a escala laboratorio, teniendo una
reduccion de hasta 50% a escala piloto.

los resultados correspondientes a la actividad enzimatica especifica para lacasas de
cada una de las mezclas de sustrato empleadas para el crecimiento de ambos hongos,
asi como los controles y la muestra a escala piloto se muestran en la Fig. 35. Para P.
ostreatus la muestra cultivada en bagazo al 86% es la que mayor actividad presento,
con un valor 1.38 veces mayor en comparacion con el control, sin embargo, la muestra
a escala piloto tuvo un valor 2.07 veces menor. En cuanto a P. djamor se observa una
tendencia semejante, la muestra cultivada en bagazo al 86% es una de las que mayor
actividad presento, y fue 1.18 veces mayor a la muestra control y a la muestra a escala
piloto. Se sugiere que el cambio de escala tiene un efecto negativo en la AE de las

enzimas recuperadas para ello sera necesario en lo subsecuente mejorar el disefo.

Los reportes en la literatura indican actividades enzimaticas especificas de 34,240 UI/L

en medio de cultivo con glucosa como unica fuente de carbono y cobre como inductor
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de lacasas (Hernandez, et al., 2017) este resultado indica entonces que las lacasas
son enzimas constitutivas en el hongo Pleurotus ostreatus. En nuestro trabajo al utilizar
un residuo agroindustrial como el bagazo de malta se tendria una reduccion en el costo
de la produccion de este tipo de enzimas, los valores que obtuvimos para P. ostreatus
(12,970 £ 740 UI/L) y P. djamor (16,615 £ 1,247 UI/L) a escala piloto fueron un 62% y
51% menores a lo reportado, respectivamente. Por ello, seria conveniente realizar el
analisis econdmico para corroborar la factibilidad de recuperar los extractos
enzimaticos crudos de un residuo agroindustrial en comparacion de utilizar medios

definidos con glucosa y cobre.
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Fig. 35 Actividad enzimatica especifica de lacasas (Ul/L) para cada especie de hongo y proporcién de sustrato

7.4.5 La mayor actividad de xilanasas de P. djamor fue a escala laboratorio
con respecto de P. ostreatus no se presenta diferencia en actividad
enzimatica entre la escala laboratorio y piloto.

Los resultados correspondientes a la actividad enzimatica correspondiente a las
xilanasas para cada especie de hongo en su respectiva proporcion de sustrato, asi

como las muestras control y la escala piloto se muestran en la Fig. 36. Para P. ostreatus
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se pudo apreciar que las muestras con la mayor actividad enzimatica corresponden a
bagazo al 86% y escala piloto. En este caso el cambio de escala no afecto a la
produccion de dicha enzima, el valor obtenido es 1.56 veces mayor a comparacion de
su respectivo control. Para P. djamor se puede apreciar que la muestra con mayor
actividad fue la que se cultivé con bagazo al 86%, y cuyo valor de AE fue de 1.49 veces
mayor que la muestra control, al momento de realizar el escalamiento la actividad

enzimatica se redujo en un 28%.

Los reportes en la literatura indican que esta enzima no siempre esta presente en los
extractos crudos enzimaticos, que son recuperados del RRH de granjas de hongos
(Vats, et al., 2022) o de ensilaje de maiz (Agustinho, et al., 2021), sin embargo, se ha
reportado AE de xilanasas para el cultivo de P. pulmonarius en residuo de palma post
extraccion de aceite con un valor de actividad de 2.3 U/g (Yunan, et al., 2021) y 58 +
9.3 U/g en citrato de sodio 50 mM pH 4.5 (Vats, et al., 2022).

Los valores obtenidos en este proyecto a escala piloto fueron 0.1927 £ 0.0176 U/g
RRH y 0.2009 + 0.0084 U/g RRH para P. djamory P. ostreatus respectivamente, y cuyo
valor es 11.45 veces menor a lo reportado en P. pulmonarius y 288 veces por debajo
al resultado obtenido en la muestra de citrato de sodio 50 mM pH 4.5. Esto se puede
deber principalmente a la disponibilidad de xilano en el sustrato en el cual se esta
creciendo el hongo, asi como también por la especie. Sin embargo, seria ideal realizar
la determinacion y disponibilidad de dicha fuente de carbono y en la medida de lo
posible variar su cantidad para poder analizar como es que este afecta al crecimiento

de los hongos del género Pleurotus.
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Fig. 36 Actividad enzimatica especifica de xilanasas (Ul/g RRH) para cada especie de hongo y proporcion de

sustrato

7.4.6 EIl sustrato tiene un efecto en la actividad de las enzimas, asi como la
edad del RRH.

Los resultados presentados en este apartado indican que hay diferencia de la actividad
de amilasas cuando el sustrato se compone unicamente de rastrojo de maiz con
respecto de las mezclas con bagazo de malta, siendo este ultimo el de mayor actividad.
Durante el proceso de maceracioén el almidon presente en la malta se transforma hacia
azucares fermentables y no fermentables (Kenechukwu, 2019), sin embargo, este
proceso no realiza la sacarificacion del 100% del almidén presente en la matriz, ya que
depende del tiempo de maceracion (usualmente 1 hora), temperatura y agitacion. Se
ha reportado la transformacion de azucares de hasta un 77% (Van Donkelaar, et al.,
2016), asi mismo hay reportes que indican que no en todos los RRH de hongo se
encuentra la actividad de esta enzima (Vats, et al., 2022). Por esta razén se puede
suponer que la presencia de almidon es la que induce la produccién de dichas enzimas

por ambos hongos, seria pertinente entonces para futuros trabajos determinar la
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cantidad de almidén en el sustrato para analizar como es que este afecta a la

produccion y actividad de dicha enzima.

Otro parametro que afecta la produccion de enzimas es la relacion C/N, en el caso de
las lacasas se tiene reportado que un incremento en dicho parametro conlleva a un
decremento en la produccion de dicha enzima, asi mismo, la fuente de nitrégeno
utilizada en caso de suplementar el sustrato también tiene un efecto en la produccion
y actividad de dichas enzimas (D’Agostini, et al., 2011). Ademas el momento en el que
se recuperan las enzimas conlleva a una diferente actividad, en el caso de las lacasas
la mayor actividad se observa cuando él sustrato ha sido colonizado un 50% vy
conforme pasan los dias va disminuyendo (Economou, et al., 2020), en nuestro trabajo
se observo que la mayor AE fue para esta enzima con respecto de las 4 analizadas,
ya que al ser un hongo de podredumbre blanca su consorcio enzimatico es mas afin a
aprovechar fuentes de carbono como la lignina en lugar de la celulosa o hemicelulosa
(Qorri, et al., 2022). En este punto seria entonces importante realizar la medicion de la
relacion C/N del RRH asi como analizar la recuperacion de enzimas en diferentes
momentos del desarrollo del hongo, desde la siembra hasta el ultimo periodo de

fructificacion.

Similar al caso de las amilasas reportes en la literatura indican que la actividad de las
xilanasas no se encuentra siempre en el RRH, sino que depende del sustrato en el
que el hongo haya crecido, asi mismo se tienen reportes en la literatura que indican
que la actividad de esta enzima varia conforme la edad del RRH, siendo mayor su
valor a los 25 dias, disminuyendo hasta en un 80% en el dia 60 (Singh, et al., 2012).
Similar al caso de las lacasas seria pertinente analizar la actividad enzimatica a lo largo

del tiempo desde la siembra del hongo hasta la ultima fructificacion.

Asi mismo otro parametro que podria ser de utilidad para las enzimas es la cantidad
de lignina, celulosa y hemicelulosa presente en el sustrato, de esta manera se podria
corroborar la relacion entre la produccion de enzimas con respecto a la disponibilidad
del sustrato especifico. Otro punto importante para considerar para futuros trabajos es

el analisis de enzimas que estén ligadas a la degradacion de la lignina ya que segun
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lo reportado en la literatura se esperaria que estuvieran en una concentracion atractiva

para su recuperacion y aprovechamiento en diferentes aplicaciones biotecnoldgicas.

7.5La decoloracion de azul de bromofenol y rojo Congo es posible utilizando

extractos enzimaticos recuperados del RRH con eficiencias del 90%

Los resultados que se muestran a continuacién fueron obtenidos por la estudiante de
Ingenieria en Bioprocesos Miriam Aranda Davila en la Universidad Autonoma de San
Luis Potosi como parte de su proyecto terminal de noveno semestre en el periodo

enero — junio del 2024 bajo el asesoramiento del autor del presente escrito.

7.5.1 Los factores de temperatura, agitacién, relacion extracto: colorante,
buffer de extraccion y hongo afectan la remocién para ambos
colorantes

En la Fig. 37 se presentan las muestras que tuvieron la mejor remocion al tiempo 0 y
120 horas. Para la decoloracion del azul de bromofenol se puede apreciar que hay un
cambio de una coloracién azul inicial a un amarillo pardo, que corresponde al color del
extracto enzimatico recuperado del RRH. En cuanto al rojo Congo se pudo observar
que la muestra inicial tiene una coloracion practicamente negra, tras las 120 horas de
reaccion del extracto enzimatico se observd que pasa a un color rojizo en donde es

importante observar que no hay presencia de una precipitacion.
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Azul de bromofenol Rojo congo

Fig. 37 Muestras de colorante con enzima en tiempos de reaccion de 0y 120 horas para azul de bromofenol y

rojo Congo.

Los resultados obtenidos para la decoloracién de los colorantes rojo Congo y azul de

bromofenol en cada uno de los buffers y temperaturas empleadas sin agitacion se

125



muestran en las Fig. 38 y Fig. 39, respectivamente. En este caso se muestran

unicamente estas condiciones dado que fueron las muestras con mayor porcentaje de

decoloracion, se pudo apreciar que existe una relacion indirectamente proporcional de

la remocion de color conforme se disminuye la temperatura para ambos colorantes.
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enzimaticos recuperados del RRH de ambas especies de hongo
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Fig. 39 Porcentaje de decoloracion de azul de bromofenol a 32°C y 4°C sin agitacion para los extractos crudos
enzimaticos recuperados del RRH de ambas especies de hongo
En la Tabla 11 se muestran las comparaciones entre las condiciones de agitacion,
temperatura, buffer, dilucidon de extracto: colorante y especie para el colorante azul de
bromofenol en donde se parte del resultado de 32°C sin agitacion con una relacion de
40% extracto:60% colorante, utilizando agua de la llave como buffer de extraccién. Se
observd que este extracto enzimatico del RRH de P. ostreatus fue el que presentd una

mayor decoloracion (91.75% + 1.50%).

En cuanto al ensayo con agitacién se puede apreciar que la actividad de decoloracion
disminuyo un 34.4%, contrario a lo que se tiene reportado en la literatura en donde la

agitacion promueve la decoloracion en un 26% (Vats, et al., 2022).

Al realizar el cambio de temperatura a 4°C se puede apreciar que hay un decremento
del 34.4%, este rango se propuso para poder evaluar los extremos de temperatura que
se presentan a lo largo del aio pensando en una posible aplicacion en campo en el
futuro, asi mismos reportes en la literatura indican que las temperaturas 6ptimas para

la decoloracion se encuentran entre 26-36°C (Papinutti, et al., 2011).
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La relacion de extracto con colorante es otro parametro importante a evaluar, reportes
en la literatura indican que existe una concentracion optima de colorante y si este
aumenta, el efecto en la decoloracion sera negativo posiblemente debido a un efecto
toxico sobre el micelio del hongo o afectando la AE de las enzimas(Rhadika, et al.,
2014), en este trabajo la mayor decoloracién se alcanzé con la relacion de 40%
extracto: 60% colorante, y en segundo lugar la relacion 50% extracto: 50% colorante

que presentd un 5% menos decoloracion.

Otro fendmeno que se observé con respecto a la relacion fue que las muestras que
contenian 60% y 80% de enzimas presentaron fluctuaciones en la absorbancia del
colorante pasando de valores menores a mayores a lo largo del tiempo lo que sugiere
un fendbmeno de adsorcion en lugar de decoloracion, por ello se recomienda para
futuros ensayos relaciones iguales o menores del 50% de extracto. Los reportes
indican que la biomasa obtenida del RRH del cultivo de hongos del género Pleurotus
funcionan como bio adsorbentes de dicho colorante con hasta un 89.89% de eficiencia
para colorantes como el azul de ramazol brillante R a pH 2 después de 15 dias con la
adicion de 0.1 mL de Tween 80 como surfactante (Lee, et al., 2022), este mismo
fendmeno se ha reportado utilizando los cuerpos fructiferos de los hongos del género
Pleurotus con una eficiencia de hasta un 31.19 % con 10 g de hongo seco para en 100

mL de solucién con una concentracion de colorante de 500 mg/L (Evyan, et al., 2021).

En cuanto al buffer utilizado se sabe que este afecta directamente a la capacidad de
decoloracion de las enzimas ya que el cambio de dicha variable redujo hasta en un
71% la decoloracion, esto conlleva al cambio de 2 principales factores, siendo el
primero de ellos el pH cuyos valores 6ptimos se encuentran entre 5-6 (Rhadika,
Roseline, & Gnanadoss, 2014), y el segundo es la presencia de elementos traza como
boro, cobre, hierro y cobalto que esta demostrado que incrementan la actividad
enzimatica de lacasas y peroxidasas en hongos como Grammothele fuligo hasta en 10
veces (Chauhan R., 2019).

El cambio de especie también conllevo a un cambio en el porcentaje de decoloracién,

en este trabajo el uso del extracto proveniente de P. djamor tuvo un 4% menor de
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capacidad de decoloracion comparada con respecto a P. ostreatus. Reportes en la
literatura indican que existe una diferencia en la capacidad de decoloracion
dependiendo de la especie de hongo utilizada (Eichlerova, et al., 2006).

Tabla 11 Porcentaje de decoloraciéon de azul de bromofenol a diferentes condiciones de temperatura, agitacion,

relacion extracto: colorante, buffer y especie de hongo

Experimento | Relacion Buffer Hongo % decoloracion

32°C sin | 40%  extracto: 60% | Agua de lallave | P. ostreatus 91.75% + 1.50%*2

agitacion colorante

32°C con | 40%  extracto: 60% | Aguade lallave | P. ostreatus 60.24% + 4.23%°

agitacion colorante

4°C sin agitacion | 40%  extracto:  60% | Agua de lallave | P ostreatus 70.39% + 12.61%°
colorante

32°C sin agitacion | 50%  extracto: 50% | Agua de lallave | P ostreatus 86.70% + 0.36%"
colorante

32°C sin agitacion | 40%  extracto:  60% | Fosfato de | P. ostreatus 20.45% + 2.70%
colorante sodio

32°C sin agitacion | 40%  extracto:  60% | Agua de lallave | P. djamor 87.55% + 0.76%"®
colorante

Las comparaciones de temperatura, agitacion, relacion extracto: colorante, buffer de
extraccion y especie de hongo para la decoloracion del rojo Congo se muestran en la
Tabla 12, se puede apreciar que la mejor condicidn para decoloracion fue a 32°C sin
agitacion, dilucion 50% extracto: 50% colorante en buffer de citrato de sodio con el
extracto crudo enzimatico del hongo P. djamor. El porcentaje de decoloracién fue de
90.68% = 3.39%. A partir de esta condicidon se hacen las comparaciones subsecuentes

y el efecto de las diferentes condiciones sobre la capacidad de decoloracion.

En este estudio se observd que el porcentaje de decoloracion disminuy6 un 29.4%
cuando se agité la reaccién, contrario a lo reportado en la literatura en donde se tienen

mayores porcentajes de remocion con agitacion (Vats, et al., 2022).

El cambio de temperatura conlleva también al cambio de la decoloracion, se observo

que la reduccién de 32°C a 4°C durante la reaccion provoco una reduccion del 13.68%
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en la capacidad de decoloracion de los extractos enzimaticos. Este resultado es similar
a lo reportado para los extractos recuperados de Pleurotus sajor — caju en donde se
obtiene un 64.5% de decoloracion a 35°C que se reduce un 21.7% al disminuir la
temperatura 30°C y hasta un 44% al elevarla 50°C (Bettin, et al., 2019), si bien, dentro
de este reporte Unicamente se tienen variaciones por encima de la temperatura inicial
reportes para extractos enzimaticos de Aspergillus niger indican una reduccion de
hasta un 40% cuando se pasa de una temperatura de 30°C a 15°C y de hasta un 50%
cuando hay un cambio de temperatura de 30°C a 45°C, este cambio de capacidad de
decoloracion del extracto se puede explicar por una reduccién en la AE de las enzimas
0 su inactivacion por elevadas y bajas temperaturas respectivamente (Asses, et al.,
2018).

En cuanto al cambio de la relacion extracto: colorante se observé que no existe una
diferencia significativa en el porcentaje de remocion del colorante. Se ha reportado que
la saturacion es un factor presente en dichas relaciones ya que, los resultados en los
cuales al establecer la concentracion éptima de extracto ya no hay un incremento en
el porcentaje de decoloracion al incrementar el porcentaje del propio extracto (Vats, et
al., 2022).

Se observé que no hay diferencia significativa en la decoloracion al utilizar diferentes
buffers citrato de sodio pH 4.5 o fosfato de sodio pH 7, ambos buffers presentan fuerza
idnicas similares, por lo cual el resultado indicé que el pH no es una variable que afecte
en gran medida la decoloracion, contrario a lo que se tiene en otros reportes en la
literatura en donde para Pleurotus sajor — caju el pH 6ptimo para decoloracién es de
4.5 presentando porcentajes menores conforme el pH incrementa (Pilatin &
Kunduhoglu, 2016).

En cuanto al cambio de especie se tuvo una reduccion de un 14.82% con el extracto
recuperado de P. djamor, reportes en la literatura indican que existe una diferencia en
la capacidad de decoloracion dependiendo de la especie de hongo utilizada
(Eichlerova, et al., 2006).
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Tabla 12 Porcentaje de decoloracion de rojo Congo a diferentes condiciones de temperatura, agitacion, relacion

extracto: colorante, buffer y especie de hongo

Experimento | Relacion Buffer Hongo % decoloracion

32°C sin | 50%  extracto: 50% | Citrato de sodio | P. djamor 90.68% + 3.39%*

agitacion colorante

32°C con | 50%  extracto: 50% | Citrato de sodio | P. djamor 61.28% + 2.21%°

agitacion colorante

4°C sin agitacion | 50%  extracto:  50% | Citrato de sodio | P. djamor 77.00 % + 2.00%"
colorante

32°C sin agitacién | 40%  extracto: 60% | Citrato de sodio | P. djamor 89.83% + 0.25%°
colorante

32°C sin agitacion | 50%  extracto:  50% | Fosfato de | P. djamor 84.88% * 7.64%>P
colorante sodio

32°C sin agitacién | 50%  extracto:  50% | Citrato de sodio | P. ostreatus 75.86% * 4.44%"
colorante

En la Tabla 13 se pueden observar los 14 mejores resultados obtenidos para la
decoloracion de ambos colorantes del presente proyecto, en este caso se puede
apreciar que la interaccion entre todas las variables conlleva a porcentajes de
decoloracion similares, asi mismo al comparar las medias obtenidas se pudo observar
una tendencia con respecto a dichos parametros. Empezando con la agitacién cuando
se prescinde de ésta, se obtienen las mayores medias de decoloracidon como se
discutid anteriormente, sin embargo, la adicidon de agitacion puede promover la
decoloracion cuando la temperatura es de 4°C como se puede apreciar en el caso de
azul de bromofenol a 32°C y a 4°C bajo las mismas condiciones de relacion 40%
extracto: 60% colorante en agua como buffer de extraccion de la especie P. ostreatus;
en donde no existe diferencia entre el resultado obtenido en ambos casos. Por lo tanto,
la agitacion puede ser un parametro que se utilice cuando la temperatura es de 4°C.

En cuanto a la relacion en 14 de los 15 casos presentados (exceptuando rojo Congo
a 4°C con agitacion con una relacion de 80% extracto: 20% colorante en buffer de
citrato de sodio para el hongo P. djamor) la proporcién de extracto es del 50% o menos,

predominando la de 20% extracto: 80% colorante (6 casos) y 40% extracto: 60%
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colorante (5 casos), estos resultados apoyan lo presentado por Vats, et al. (2022) en
donde se indica que existe una relacion optima en el porcentaje de extracto enzimatico
utilizado y que si ésta se incrementa no es proporcional al porcentaje de decoloracion,
en este caso incluso tuvo efectos negativos al disminuir el porcentaje de decoloracién
de los extractos crudos enzimaticos, promoviendo fendmenos como la adsorcion. Los
resultados del presente trabajo sugieren entonces que se utilicen relaciones de 20%

extracto: 80% colorante y 40% extracto y 60% colorante.

El buffer utilizado también es un factor importante en el porcentaje de decoloracion,
siendo el mejor el agua de la llave ya que de los 15 resultados mostrados, 8
corresponden a este, seguido por el citrato de sodio con 5 y finalmente el fosfato de
sodio con lo restante. Esto se puede deber a que en el agua de la llave se tienen
diferentes minerales que pueden actuar como cofactores que promueven la actividad
de los extractos enzimaticos y por lo tanto su capacidad de decoloracion ya que
elementos como el boro, cobre, hierro y cobalto incrementan la actividad enzimatica
de lacasas y peroxidasas (Chauhan R. , 2019). Esto presenta ademas una ventaja
econOmica ya que es mas barato usar unicamente agua de la llave a tener que
preparar buffers de extraccion con sales especificas en pH éptimos usando agua
destilada como matriz. Pensando en un posible escalamiento esto seria una gran
ventaja al momento de buscar los menores costos posibles. Sin embargo, seria
importante realizar un perfil de minerales en el agua que se utilizé ya que este perfil
cambia segun la zona de la que esta sea extraida (Azoulay, et al., 2001), (Kirolos &
Bhaskar, 2022), (Henderickx, et al., 2022).

Las enzimas del RRH recuperadas de los hongos Pleurotus utilizados en este trabajo,

son utiles para realizar la decoloracion de rojo Congo como de azul de bromofenol.

Tabla 13 Porcentajes mas altos de decoloracion obtenidos en el presente trabajo

Experimento Relacion Buffer Hongo % decoloracion
Azul de bromofenol 32°C sin agitacién 40% extracto: 60% | Agua P. ostreatus | 91.75% + 1.50% @
colorante
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Azul de bromofenol 4°C sin agitacion 20% extracto: 40% | Fosfato de sodio | P. djamor 90.97% £ 5.56% ®
colorante

Rojo Congo 32°C sin agitacion 50% extracto: 50% | Citrato de sodio | P. djamor 90.68% + 3.39% @
colorante

Azul de bromofenol 4°C con agitacion 40% extracto: 60% | Agua P. ostreatus | 89.53% + 4.28% ®
colorante

Azul de bromofenol 4°C con agitacion 20% extracto: 80% | Fosfato de sodio | P. djamor 87.97% + 3.86% ?
colorante

Rojo Congo 4°C con agitacion 80% extracto: 20% | Citrato de sodio | P. djamor 88.81% +2.16% @
colorante

Rojo Congo 4°C con agitacién 20% extracto: 80% | Citrato de sodio | P. ostreatus | 87.00% + 5.14% 2P
colorante

Rojo Congo 32°C con agitacion 40% extracto: 60% | Agua P. djamor 86.19% * 8.33% 2
colorante

Rojo Congo 32°C sin agitacion 40% extracto: 60% | Agua P. ostreatus | 85.84% + 6.62% 2P
colorante

Rojo Congo 32°C con agitacion 40% extracto: 60% | Agua P. ostreatus | 84.65% + 7.05% 2°
colorante

Azul de bromofenol 4°C sin agitacion 20% extracto: 80% | Agua P. ostreatus | 79.50% + 3.72% °
colorante

Rojo Congo 4°C sin agitacion 20% extracto: 80% | Agua P. ostreatus | 80.00% + 4.00% °
colorante

Azul de bromofenol 4°C sin agitacion 50% extracto: 50% | Citrato de sodio | P. djamor 76.68% * 1.64% °
colorante

Rojo Congo 4°C sin agitacion 50% extracto: 50% | Citrato de sodio | P. djamor 77.00% + 2.00% ®
colorante

Azul de bromofenol 32°C con agitacion 20% extracto: 80% | Agua P. djamor 63.22% £ 2.25% °
colorante

El espectro del extracto crudo enzimatico recuperado de ambas especies se muestra

en la Fig. 40, se puede apreciar que existe un area bajo la curva pronunciada por

detras de los 600 nm.
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Fig. 40 Espectro del extracto crudo enzimatico

Los espectros correspondientes a la muestra de extracto crudo enzimatico con
colorante rojo Congo cuya medicién de absorbancia fue a 498 nm se muestran en la
Fig. 41. De lado izquierdo se observa la muestra a tiempo 0 con una absorbancia de
0.372, mientras que de lado derecho se tiene la misma muestra a 96 horas con una
absorbancia de 0.125, esto representa una decoloracion del 66.40%. Se pudo apreciar
que el pico correspondiente al colorante rojo Congo (498 nm) se reduce drasticamente
sin generar nuevos picos, manteniéndose tanto el pico del colorante como el pico de
la enzima, reportes en la literatura indican que la degradacién de este colorante genera
compuestos con un 92% menor toxicidad (determinados por espectroscopia infrarroja
con transformada de Fourier) tras el tratamiento con lacasas purificadas de
Oudemansiella canarii, y que pueden llegar incluso a ser degradados por diferentes
tipos de bacterias una vez que la estructura central y el enlace azo han sido rotos (lark,
et al., 2019), resultados similares han sido reportados para este mismo colorante con
lacasas provenientes de Aspergillus niger con una decoloracion (determinada por UV-
Vis, FTIR y LC MS/MS) de hasta un 97% utilizando biomasa fresca; en donde 27% de

la decoloraciéon se debe a procesos de adsorcion y el 77% restante a procesos de
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degradacion enzimatica ademas de tener un efecto desintoxicante en las muestras

tratadas (Asses, et al., 2018).
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Fig. 41 Espectros de rojo Congo. De lado izquierdo al tiempo 0 y de lado derecho a las 96 horas de ensayo

observandose remocion del colorante

En la Fig. 42 se muestra de lado izquierdo el espectro de la muestra con enzima al
tiempo 0 con una absorbancia de 0.209 a 592 nm y de lado derecho la misma muestra
después de 120 horas con una absorbancia de 0.032 a 592 nm, lo que representa un
84.69% de decoloracion, y fue 592 nm la longitud de onda utilizada para el monitoreo

del colorante azul de bromofenol.

Se pudo apreciar que no existen nuevos picos de absorbancia, ademas de que la
muestra post tratamiento tiene un espectro similar al del extracto crudo enzimatico (Fig.
41).

Reportes en la literatura indican porcentajes de decoloracién de 79.1% (Zhuo, et al.,
2019) y 76.33% (Kumar, et al., 2020) para este colorante con lacasas purificadas
provenientes de hongos del género Pleurotus. Sin embargo, en la presente
investigacion no se encontrd algun reporte en la literatura en donde se determinen los
subproductos de esta reaccion o su toxicidad, siendo un area de oportunidad para

investigaciones futuras.
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Fig. 42 Espectros de azul de bromofenol, de lado izquierdo al tiempo 0 y de lado derecho a las 120 horas del

ensayo observandose remocion del colorante

7.5.2 Las lacasas no son las unicas enzimas involucradas en el proceso de
decoloracion del azul de bromofenol y rojo Congo

Los experimentos se realizaron a lo largo de 4 meses en donde se realizé una unica

extraccion con los buffers presentados anteriormente, sin embargo, con el fin de

asegurar la mayor estabilidad de las proteinas posible se hizo una primera

concentracion de los extractos con la mitad de la cantidad recuperada, dejando la otra

mitad almacenadaa -20°C para ser concentrada después de 2 meses.

En ambos casos se mididé la concentracién de proteinas en los extractos crudos
enzimaticos concentrados en donde se obtuvo un valor promedio de 85.70 mg/mL +
2.55 mg/mL sin presentar diferencias significativas entre los diferentes buffers ni
periodos de tiempo. Asi mismo se midid la actividad enzimatica de las lacasas en
ambos periodos de tiempo ya que en un inicio se pensaba que esta era la enzima que
tenia una mayor implicacion en la decoloracion del rojo Congo y del azul de
bromofenol. Sin embargo, el resultado que se tuvo fue una reduccién de la actividad
de lacasas en un 29% para P. djamor y 31.3% para P. ostreatus, aunque esta
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disminucién no afect6 a la capacidad de decoloracion por lo cual hay mas enzimas

implicadas en dicho proceso.

Reportes en la literatura indican diferentes porcentajes de decoloracion para lacasas
purificadas con diferentes colorantes, en el caso de lacasas purificadas de Pleurotus
ostreatus estas tienen una capacidad de decoloracién de un 66% del colorante SN4R
que incrementa hasta un 90% con la adicién de un 0.16% de ABTS como mediador de
lacasas (Hou, et ak., 2004 ), para rojo Congo un 91.05% + 0.82% con la adicion de 1.5
mM de nitrato de plomo como mediador (Isanapong, et al., 2024), para azul de
bromofenol de un 79.1% con 3 isoformas diferentes de lacasas (Zhuo, et al., 2019). Si
bien, en el caso del rojo Congo reportado en la literatura el valor es muy cercano al
obtenido en el presente trabajo es importante recalcar que este se logra mediante la
adicion de un mediador que incremente su capacidad de decoloracidon, mientras que
en el azul de bromofenol el porcentaje de remocioén es un 10% menor. Asi mismo es
importante notar que en el caso del colorante SN4R el porcentaje de decoloracion

también incremento tras la adicién de un mediador.

En cuanto a los consorcios enzimaticos se tiene que estos pueden presentar
porcentajes de decoloracion de 64.5% (Bettin, et al., 2019) hasta 95% (Yehia &
Rodriguez, 2017) para rojo Congo y para azul de bromofenol de hasta 98.03% con
Pleurotus pulmonarius (Contato, et al., 2020). El incremento de capacidad de
decoloracion se puede deber a la presencia de diferentes enzimas en el extracto crudo
como peroxidasas, lacasas, polifenol oxidasas, azoreductasas (Husain, 2006) y
tirosinasas (Sharma, et al., 2022), enzimas las cuales estan comprobadas que se
encuentran en el RRH de los hongos del género Pleurotus (Husain, 2006), (Sharma,
et al., 2021).

En este caso es una ventaja el utilizar un extracto crudo enzimatico ya que no conlleva
a los gastos de purificacion de enzimas, ademas de que se tiene una buena actividad
de decoloracion sin la necesidad de utilizar un mediador, aunque su uso podria ser util
para alcanzar porcentajes aun mayores. Asi mismo de esta manera se puede

aprovechar el RRH para una aplicacion que conlleva a la biorremediacion.
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7.5.3 Consideraciones para mejorar la capacidad de decoloracion
El uso de mediadores como nitrato de plomo o ABTS se podrian implementar para
estudiar como es que estos afectan al porcentaje de decoloracién de los extractos
enzimaticos para intentar alcanzar valores cercanos al 100%, asi mismo se propone
que se hagan estudios con variacion de pH en valores entre 3-7 utilizando agua de la
llave como buffer de extraccion, de igual manera es importante realizar analisis de
minerales al agua de la llave para corroborar cuales de estos podrian funcionar como
cofactores que afecten de forma positiva a la capacidad de decoloracién de los
extractos. Otra implementacion que se puede estudiar es la adicion de cofactores
como sulfato de cobre 2 mM como inductor de lacasas y enzimas oxido reductoras
desde la siembra del micelio en su sustrato (Ge, et al., 2024) asi como la variacion de
niveles C/N y fuentes de nitrégeno que suplementen al sustrato. Se propone ademas
medir la toxicidad de las muestras tratadas o la inhibicidon de crecimiento celular en

medios preparados con dichas muestras.

7.6 El uso de RRH como suplemento de sustrato para el cultivo de jitomate
en sistema de hidroponia promueve el crecimiento del tamaino de la raiz
manteniendo constante la humedad de esta e incrementando el porcentaje

de germinacién

Los resultados de los cultivos en hidroponia se presentan en la Tabla 14, se observo
que existe un efecto en el uso de RRH, siendo el tamafio de raiz el que se ve mas
influenciado de forma positiva por el suplemento con este residuo.

Tabla 14 Variables de la raiz y de la germinacion de la planta de jitomate cultivado en diferentes muestras de

sustrato en sistema de hidroponia

Muestra Tamafio de raiz (cm) Humedad de raiz Porcentaje de
germinacion

Control Tierra 38.2+3.62 94.09% + 0.54% @ 66.7% + 16.7% &b

Bajo RRH 70.6£15.9°P 94.09% + 0.22% 2 77.8% + 5.5% 2P

Alto RRH 40.0+512 92.97% + 1.16% @ 75.0% £ 0% ®

Control RRH 0+0¢ 0x0°® 50% £ 21% @
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En la Fig. 43 se presenta el crecimiento de las plantas a las 2 semanas de experimento
(a) y en el ultimo dia de este (b). Se observd que cualitativamente las plantas fueron
mas frondosas cuando se utilizaron la tierra (CT) y la mezcla de bajo RRH (BRRH) en
comparaciéon con la mezcla de alto RRH (ARRH), asi mismo se pudo apreciar que el
control RRH (CRRH) no generd crecimiento vegetal, ya que primero crecié el hongo P,

djamor y una vez que éste se marchitd permitié el desarrollo de la planta.

| Y

CT BRRH ARRH CRRH

Fig. 43 Plantas de jitomate cultivadas en los diferentes sustratos, Control Tierra (CT), Bajo RRH (BRRH), Alto
RRH (ARRH) y Control RRH (CRRH). Panel a) 2 semanas de experimento, b) ultimo dia del experimento
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7.6.1 EIl tamafo de raiz tiene un incremento del 84.81% cuando se adiciona
RRH en una baja proporcion

Los resultados para las muestras de jitomate cultivadas en los diferentes sustratos
propuestos en este trabajo se muestran en la Fig. 44. Se observo que el tamafio de
raiz es igual cuando se utilizé tierra (CT) y la mezcla de composta de Alto RRH (ARRH).
Ademas, la mezcla de composta de Bajo RRH (BRRH) permitié un incremento del
tamarno de raiz en un 84.81% con respecto al control. Asi mismo se pudo apreciar que
el control RRH (CRRH) no promovio el desarrollo vegetal y se observé que no hubo

raiz fuera de la cavidad donde se sembro.
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Fig. 44 Tamano de raiz (cm) para cada uno de los tratamientos en el crecimiento de jitomate en un sistema de
hidroponia
El tamafio de la raiz es un factor importante en la salud de las plantas ya que estas
son las responsables de la absorcion de agua y nutrientes provenientes del suelo,
ademas de mantener la planta en su lugar (Logsdon,2015)g, aunque reportes en la
literatura indican que el mecanismo por el cual las raices absorben el agua y la

transportan al resto de la planta aun permanece incierto, existe una relacién en el
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tamano de esta con la cantidad de agua y minerales absorbidos (Duddek, et al., 2023).
El tamano de la raiz esta condicionado al tipo de suelo, los nutrientes y la disponibilidad
de agua, asi mismo existe una relacidn entre las raices, el tallo y las hojas, si las raices
no se desarrollan de forma correcta tampoco lo haran los otros 6rganos a pesar de
que las condiciones sean las correctas e inclusive se ha reportado que el volumen de
raiz esta directamente relacionado con el crecimiento limitado de las plantas (Koyun &
Acar, 2015).

Por lo tanto, como el tamafo de raiz que presentd la mezcla de composta BRRH es
mayor que el tamafo de la raiz presente en tierra pero de menor volumen (Fig. 45 ay
b) se esperaba un correcto crecimiento de las plantas de jitomate, ademas de

incrementar el tamafio de tallo y el numero de hojas.

Nuestros resultados sugieren que el uso de RRH pudo suplementar los nutrientes al
suelo a una concentracion optima o bien promoviendo una correcta retencidon de agua
del mismo, lo anterior puede observarse en tierra (Fig. 45b) y al utilizar la mezcla de
composta con ARRH (Fig. 45c), permitiendo asi proponer que el uso de mezclas de
RRH favorecera el crecimiento de jitomate. En cuanto a CRRH (Fig. 45d) se observé
que no existe raiz que sobresalga de la cavidad utilizada como soporte, esto sugiere
que este sustrato no cuenta con la cantidad de nutrientes suficiente para promover el

correcto crecimiento del jitomate.
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d)

Fig. 45 Tamano de la raiz para cada uno de los sustratos a) BRRH, b) CT, ¢c) ARRH, d) CRRH

Para el tomate hibrido “Merlice” tras 35 dias de crecimiento en sistema hidropdnico y
fertilizado con la solucién de nutrientes Hoagland, se reportd que el tamano de la raiz
fue de 7.6 cm (Abdelkader, et al., 2021), mientras que en nuestro trabajo se observaron
valores de raiz hasta 10 veces por encima de Abdelkader et al. (2021), sin embargo,
si se compara en un cultivo a escala piloto del tomate var. Campbell 33 sembrado por
52 dias en agua con solucién de nutrientes de Hoagland enriquecido con fésforo y
potasio en contenedores de 3 L el tamafo de raiz fue de hasta 4,000 cm (Naciri, et al.,
2022), siendo 57 veces mayor que el tamafio de raiz observado en nuestro trabajo a

escala laboratorio.
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Seria conveniente realizar en lo sucesivo la cuantificacion de estos minerales en los
sustratos que fueron utilizados en las mezclas de tierra con RRH y en caso de no estar
presentes en suficiente cantidad, se sugiere que para ensayos futuros se suplementen
las mezclas con fosforo y potasio, ya que son elementos traza clave que favorecen el

crecimiento de la raiz.

Por otro lado, la humedad de la raiz no presento diferencias entre las muestras de CT,
BRRH y ARRH. En la Fig. 46 se muestran los resultados obtenidos de la humedad de
las raices recuperadas tras 45 dias en el sistema de hidroponia, se observé que las
muestras CT, BRRH y ARRH no presentan una diferencia significativa entre si, y los
valores de humedad fueron de 92.97-94.09%. Sin embargo, el valor de humedad

presente en CRRH fue de 0% debido a que no fue posible recuperar raices (Fig. 46a)
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Fig. 46 Humedad de las raices en los diferentes sustratos utilizados en el crecimiento de jitomate en un sistema

de hidroponia

En el presente trabajo no se encontraron reportes en la literatura acerca de la humedad

en las raices en sistemas de hidroponia, sin embargo, se encontré que las raices
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unicamente crecen de forma correcta cuando hay humedad en el sustrato (Europress,
2022), asi mismo la direccién que tomen estas raices dependera de las fuentes de
agua o humedad cercanas que encuentren para su desarrollo gracias a la hormona
acido abscisico, y si hay zonas que carecen de agua, la raiz las evitara y seguira su
camino hacia zonas humedas o nichos de agua con la ayuda de esta hormona (Miao,
et al., 2021).

Al no tener entonces variacién en la humedad de las raices y estar en un sistema
hidropénico en donde éstas siempre estan en contacto con el agua se puede inferir
que la diferencia de los tamafos de raiz observados en los resultados del apartado
6.6.1 se debe a la presencia de nutrientes en el sustrato utilizado para cultivar las
plantas, sin embargo, se requieren analisis de minerales, carbono organico y relacion

C/N para poder realizar una conclusion sobre este postulado.

7.6.2 El menor porcentaje de germinacion se tuvo en la muestra CRRH, e
incremento en las muestras BRRH y ARRH en comparacién de CT

Los resultados correspondientes al porcentaje de germinaciéon de las semillas en los

diferentes sustratos se muestran en la Fig. 47. Se pudo apreciar que la germinaciéon

significativa fue cuando se utilizé la mezcla de ARRH, sin embargo, si se toman en

consideracion las medias se puede observar que las muestras que contenian RRH en

su matriz tuvieron un incremento en la germinaciéon con respecto de tierra (CT).

Reportes en la literatura indican que en sistemas hidroponicos el porcentaje de
germinacioén oscila entre 90% - 95% y en suelo un buen promedio se considera cuando
la germinacion alcanza hasta un 70% (Progressive Growth, 2014), asi mismo otras
fuentes indican que para trigo en hidroponia se puede alcanzar hasta un 98% cuando
los nutrientes presentes en el agua son los 6ptimos (Yurina, et al., 2019). En cuanto al
suelo este es un parametro importante también para alcanzar un mayor porcentaje de
germinacion en semillas de jatrofa siendo que en suelo franco arenoso (en condiciones
Optimas) se reporté un 76%, en suelo arenoso un 75% y en suelo franco arcilloso un
24% (Valdés, et al., 2013).

144



Los resultados obtenidos en el presente trabajo se encuentran un 20% por debajo a lo
reportado para hidroponia, sin embargo, hay que considerar que el desarrollo del
proyecto no fueron utilizadas sales especificas u auxinas suplementadas para
favorecer la germinacién, ya que el objetivo era conocer el efecto del RRH sin
compostar para valorizar su uso sin aumentar el costo de la mezcla. Por lo anterior, los
resultados sugieren que los nutrientes que aprovecho la semilla para germinar
provenian de las combinaciones de sustrato y de las sales minerales presentes en el
agua de la llave. Asi mismo, se pudo apreciar que el porcentaje de germinacion se

encuentra dentro de los rangos reportados de germinacion de plantas en suelo.
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Fig. 47 Porcentaje de germinacion de las semillas en diferentes sustratos para el cultivo de jitomate

7.6.3 Los parametros en el crecimiento del tomate presentan diferencias
entre el CT con respecto a ARRH y CRRH en todos los casos pero no
asi con BRRH donde unicamente varia la medida del tallo.

Los resultados de las variables de crecimiento de las plantas de jitomate para cada
uno de los sustratos utilizados se presentan en la Tabla 15, se observé que el tamaino

de tallo fue mayor en tierra CT (6.43 + 0.36 cm), seguido por el tamafio de tallo que
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promovié la mezcla de BRRH (5.62 £ 0.15 cm), y no se presentd diferencia en la

humedad de la planta ni en el nUmero de hojas, sin embargo, si hubo diferencia con

respecto a las demas muestras. Los resultados indican que la mezcla de BRRH

favorece la formacion de tallo de manera significativa cuando se comparé con la
mezcla ARRH y con CRRH.

Asi mismo en la Fig. 48 se muestran las plantas de jitomate recuperadas del sistema

de hidroponia, se pudo apreciar de manera cualitativa que existe una diferencia entre

el tamano de los tallos de cada una de las plantas del mismo grupo.

Tabla 15 Variables en el crecimiento de la planta de jitomate en cada uno de los sustratos utilizados en el sistema

de hidroponia

Muestra Medida del tallo (cm) Humedad de la planta | Numero de hojas
Control Tierra 6.43+0.36° 81.91% +2.24% 2 8.04 £ 0.68 @
Bajo RRH 5.62+0.15° 83.47% + 0.73% 2 7.96£0.212
Alto RRH 450+0.17¢ 77.07% + 1.32% ® 6.33£0.36°
Control RRH 250+0.11¢ 55.45% + 7.00% © 2.61+0.26°¢
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Fig. 48 Plantas de jitomate cultivadas en un sistema de hidroponia en diferentes sustratos. a) CT, b) BRRH, c)
ARRH, d) CRRH

7.6.4 El sustrato empleado afecta la medida del tallo, siendo CT la de mayor
medida seguido por BRRH después por ARRH y finalmente por CRRH

Los resultados de la medida de tallo de las plantas de jitomate se muestran en la Fig.
49, se observé que existe una diferencia entre todos los sustratos utilizados, para CT

(Fig. 48a) el tallo fue el de mayor tamario y solamente es 1.14 veces mayor que el tallo
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generado en la mezcla de BRRH (Fig. 48b), 1.43 veces respecto a la mezcla ARRH
(Fig. 48c) pero 2.57 veces con respecto a la mezcla sin compostar CRRH (Fig. 48d),

en este caso la cantidad del RRH es indirectamente proporcional al tamano del tallo.

Los resultados en el apartado 6.6.1 indican que el mayor tamafno de raiz se obtuvo en
la mezcla BRRH por lo que las plantas de este ensayo deberian favorecer la absorcion
de nutrientes y por lo tanto generar mayor tamafo de tallo, ya que esto esta asociado
a la disponibilidad de nutrientes y agua en el medio, asi como en el tamafio de la raiz
(Ludwig, et al., 2006); (Lin, et al., 2020), en este ensayo los minerales presentes en
agua de llave se desconocen, sin embargo, en el sistema de hidroponia todas las
plantas de los distintos tratamientos se encuentren bajo la misma condicion, por lo cual
la diferencia seria la disponibilidad de nutrientes. Es necesario para estudios a futuro
realizar el analisis de minerales, carbono organico y relacion C/N para poder realizar

una conclusiéon sobre este postulado.

Existen otros factores que afectan al crecimiento del tallo de las plantas como la
capacidad de compactacion del suelo, cuando este parametro no se encuentra dentro
de un valor éptimo o tiene una mala compactacion el desarrollo del sistema radicular
se ve afectado, asi como también al crecimiento del tallo y los rendimientos de las
plantas en general (Duruoha, et al., 2007), ademas la profundidad del sustrato tiene
un efecto en el crecimiento de las plantas (Sanchez, et al., 2009), asi mismo la fijacion
de las raices estructurales en su sustrato conlleva a un mayor crecimiento en el tallo
(Hauer & Johnson, 2021). Otro factor que afecta al crecimiento del tallo es el espaciado
entre las semillas ya que conforme estas comienzan a crecer la competencia por los

nutrientes en el suelo se vuelve importante (Mia, et al., 2020).

Se reporta que en un periodo de tiempo de 45 dias después de la germinacion se
espera que el tamafo de las plantas de jitomate sea de 15 cm para ser posteriormente
trasplantada a un espacio con tierra y promover su crecimiento (Fontalvo, 2021),
comparando con los resultados de nuestro trabajo ese valor representa el doble del

tamano de lo obtenido en este proyecto.
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Fig. 49 Medida de tallo (cm) para cada una de las muestras de sustrato utilizadas para el cultivo de jitomate en
hidroponia

7.6.5 Suplementar el sustrato de crecimiento con RRH en ambas
concentraciones no afecta a la humedad de la planta y mantiene este

valor dentro del 6ptimo para que esta crezca de forma adecuada
Los resultados de humedad presente en las plantas de jitomate cultivadas en los
diferentes sustratos se muestran en la Fig. 50 en donde se puede apreciar que las
muestras CT y BRRH son las que mayor porcentaje de humedad mostraron y cuyo
valor de 81.91% = 2.24% vy 83.47% + 0.73% respectivamente no difirieron
significativamente. Para la mezcla ARRH el valor obtenido fue 6% menor y finalmente

para CRRH, la humedad fue 32% menor.

Reportes en la literatura indican diferentes cantidades de humedad para las plantas y
las condiciones de crecimiento. Para Scirpus grossus y frijol se reporté un 90% de
contenido de humedad (Voijant, 2015) (Miftahurrohnmat & Sutarman, 2018), en jitomate
de 78% (Sorgona, et al., 2011). El agua tiene un papel crucial en el desarrollo de las

plantas ya que esta implicada en diferentes procesos, como transporte de nutrientes y
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transpiracion, asi mismo las propiedades mecanicas de las plantas son dependientes
de la cantidad de humedad, su localizacion y distribucion en los tejidos y células
(Levinsh, 2023), afecta también a la conductancia de la planta (Diaz, et al., 1995),
ademas afecta a las propiedades mecanicas y estructurales de la planta al regular la
turgencia de sus células (Sutherland, et al., 2023), también es importante para el
proceso de la fotosintesis ya que cuando las plantas se encuentran en estrés de sequia
las concentraciones de clorofila se reducen de manera vertiginosa conllevando a la

degradacion de estos pigmentos (Wahab, et al., 2022).

Al comparar los resultados obtenidos con los de la literatura se observé que para todos
los ensayos CT, BRRH y ARRH el contenido de humedad de la planta estuvo dentro
de los valores reportados, sin embargo, para CRRH el valor de humedad estuvo por
debajo de lo reportado. Esto afecté en gran medida a la planta en cuanto a su
estructura, su funcionalidad y por lo tanto los rendimientos que se podrian esperar de
esta. Por lo anterior, el uso de mezclas de RRH favorecen el contenido de humedad

durante el desarrollo vegetal del jitomate.
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Fig. 50 Humedad de las plantas del jitomate en los diferentes sustratos
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7.6.6 El numero de hojas no varia entre la muestra CT y BRRH, pero si
muestra una disminucion con respecto a ARRH y CRRH
El numero de hojas de las plantas se presentan en la Fig. 51. Se observo que la
cantidad de hojas presentes cuando se utilizé CT y BRRH fue estadisticamente igual.
Sin embargo, si hubo diferencia en la cantidad de hojas al utilizar la mezcla ARRH y
CRRH, cuyos valores fueron 21% y 67% menos hojas con respecto del uso de sustrato
CT o BRRH.

Reportes en la literatura sugieren realizar el trasplante de jitomate de sus cavidades
iniciales de cultivo hacia contenedores mas largos, cuando la altura de la planta este
entre 3 y 4 pulgadas, y posea 3 o mas sets de hojas (Swett, 2017), otras fuentes
reportan que el momento ideal para el trasplante es entre 5-6 semanas después de
haber realizado la siembra y cuando las plantas tienen entre 5-7 hojas (Drost, 2020),
asi mismo hay estudios que reportan hasta 10 hojas para realizar el trasplante,
mientras mayor sea el numero de hojas que se tengan, mayor sera la cantidad de
pigmentos fotosintéticos y area especifica de hojas, facilitando asi el proceso de la

fotosintesis (Jankauskieno, et al., 2013).
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Fig. 51 Numero de hojas de las plantas de jitomate cultivadas en los diferentes sustratos
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Los resultados observados para el numero de hojas utilizando tierra (CT), mezclas de
sustrato BRRH y ARRH estuvieron dentro de los rangos reportados por distintos
autores para el crecimiento del jitomate, mientras que CRRH no favorece el desarrollo
de hojas. Los resultados obtenidos demuestran que para un sistema de hidroponia se
sugiere una mezcla con RRH siendo la apropiada la proporciéon del ensayo BRRH, ya
que promovio el crecimiento radicular manteniendo todos los demas parametros
iguales al control de tierra, y cuyo tamarfio del tallo fue solo 1.14 veces menor. Asi
mismo no se recomienda utilizar unicamente el RRH como unico sustrato como fue el
ensayo CRRH ya que afecto el desarrollo del jitomate. Adicionalmente, se propone en
futuros trabajos el analisis de la composicion de la mezcla de sustratos utilizados en

estos ensayos, asi como los minerales presentes en el agua de llave utilizada.

7.7 Cultivo en tierra del jitomate

Los resultados que se muestran a continuacién fueron obtenidos por la estudiante de
Ingenieria en Bioprocesos Karol Polet Juarez Cruz en la Universidad Autonoma de San
Luis Potosi como parte de su proyecto terminal de noveno semestre en el periodo

enero — junio del 2024 bajo el asesoramiento del autor del presente escrito.

7.7.1 La humedad de la composta es la 6ptima para su desarrollo
El porcentaje de humedad presente fue de 78.52% para la mezcla de composta baja
en RRH (CBRRH) y de 79.38% para la mezcla de composta alta de RRH (CARRH).
Los reportes en la literatura indican diferentes niveles de humedad dependiendo del
tipo de composta y pueden tener valores en el rango de 65% - 70% (Wisbaum, 2021),
60% - 80% (Ahn, et al., 2008), 57% - 70% (Eunjong, et al., 2016). Sin embargo, otros
autores indican que por encima del 60% el sustrato se vuelve grumoso vy dificil de
esparcir (Amery, et al., 2020), asi mismo, niveles por encima del 65% de humedad se
ha observado que provocan la falta de oxigeno y por lo tanto la prevalencia de
microorganismos anaerobios que pueden poner en riesgo la salud humana ya que

ademas emiten un fuerte olor a amonio (Willis, et al., 2022).
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Si bien la humedad que presentaron las mezclas de composta de este trabajo esta por
encima de algunos reportes, el resultado obtenido mostrado en la Fig. 52 fue
satisfactorio, ya que en ningun momento despidid olor a amonio y se observo
crecimiento microbiano correspondiente a hongos filamentosos como se observa de
lado izquierdo (Fig. 52), ademas de un sustrato compostado mostrado de lado derecho
(Fig. 52).

e
X

Fig. 52 Composta realizada a partir de tierra y RRH, de lado izquierdo durante el proceso de compostaje y de lado

derecho una vez terminado.

7.7.2 Microorganismos presentes en la composta
Los hongos presentes en los sustratos compostados se muestran en la Fig. 53, estos
fueron identificados morfolégicamente teniendo como resultado la identificacién de
Trichoderma spp. y Aspergillus niger. Para CRRH no se identificé ningun
microorganismo presente ya que no fue compostada, asi mismo las muestras CARRH

y CBRRH estériles no presentaron ningun tipo de microorganismo.
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Fig. 53 Estructura morfolégica de Trichoderma spp. (izquierda) y Aspergillus niger (derecha) observados e

identificados en microscopio dptico con un aumento de 400x

Los hongos del género Trichoderma tienen un efecto benéfico en el crecimiento del
jitomate, estos promueven el crecimiento de las plantas al inducir una mayor
acumulacién de biomasa, incrementa el tamafio del tallo, de las raices y el numero de
hojas tanto a nivel de campo como de invernadero (Rodriguez & Vargas, 2022). Este
hongo ademas funciona como agente de control biolégico contra fitopatdgenos gracias
a sus mecanismos de accion que incluyen antibiosis, emision de compuestos volatiles
antifungicos, produccion de enzimas de defensa, mico parasitismo (Celis, et al., 2023)

asi como competencia por nutrientes (Macias, et al., 2018).

En el caso de Aspergillus niger la literatura reporta que este hongo tiene también un
efecto benéfico en las plantas al promover la produccion de acido indol-3-acético,
prolina, flavonoides, fenoles, catalasa, azucares y proteinas (Aziz, et al., 2021), asi
mismo su presencia incrementa el tamano de la raiz, y de la planta (Marques, et al.,
2022), ademas incrementa los contenidos de clorofila en la planta, diametro del fruto y
la acumulacién de acido salicilico (Anwer & Rahman, 2013). Para futuros ensayos se

recomienda evaluar estos metabolitos, utilizando HPLC/MS/MS.

7.7.3 Parametros de evaluacion de crecimiento de las plantas en los
diferentes sustratos
Los resultados obtenidos para cada uno de los parametros evaluados en el crecimiento

de las plantas de jitomate en los sustratos se muestran en la Tabla 16, en donde se
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puede apreciar que el menor tiempo de germinacion corresponde a las muestras
CARRH y CBRRH, asi mismo la mayor media de porcentaje de germinacion
corresponde a CBRRH y BRRH, seguido por CARRH y CT, el mayor numero de hojas
reales se observa en CARRH, mientras que el mayor contenido de agua se tuvo en
CBRRH y CARRH, el mayor tamano de raiz se tiene para la muestra CBRRH asi como
el mayor tamano de tallo.

Tabla 16 Parametros de crecimiento del jitomate cultivado en los sustratos Control tierra (CT), tierra con RRH sin

compostar en alta y baja concentracion (ARRH y BRRH), tierra con RRH compostado (CARRH y CBRRH) y tierra
con RRH compostado (CARRH y CBRRH) estériles

Porcentaje | Numero de . _ ~
Dias de . Contenido | Tamafio de | Tamafio de
Sustrato pH L de Hojas ]
germinacion o de agua raiz (cm) tallo (cm)
germinacion reales
Sin
CRRH 6.12 L 0% + 0%¢ 00f 0% * 0%® 0+0f 0+0¢
germinacion
ot 6.29 8 68% * 3.66 59% * 1.88 = 3.03+
' 29%32P 2.67° 21%? 0.56¢ 0.93¢
CARRH 6.87 5 67% * 6.67 = 73% * 5.64 = 587 %
' 32%? 2.332 15%¢°¢ 1.75° 1.682
CBRRH 6.74 5 78% * 2.60 + 79% * 712+ 595+
' 22%bc 2.33b¢ 16%¢ 1.56° 2132
CARRH 6.72 9 29% + 531 60% * 544 + 490 +
estéril ' 31%3P 1.753b 16%2P 2.23b 1.58°
CBRRH 6.73 10 21% + 552+ 69% * 312+ 6.130 +
estéril ' 22%3b 2.932b 18%3b.cd 1.34¢4 1.822
1.67 62% * 1.94 + 240+
ARRH 6.25 7 40% + 20%°
1.31d 30%3Ppe 0.56%¢ 0.78°
BRRH 6.62 8 78% * 113 % 69% + 329+ 310+
' 22%be 0.85d¢ 14%0< 2.17¢ 0.77¢

7.7.31 El pH se encuentra dentro de los rangos Optimos para el
crecimiento de jitomate

Los valores de pH observados para los sustratos utilizados fueron de 6.12 - 6.87 (Tabla

16). Los reportes en la literatura indican que los valores 6ptimos de pH que favorecen

el crecimiento de jitomate son 5.0-7.5 (Astija, 2020) o entre 6.0-7.0 (Chauhan, et al.,
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2023), valores por debajo de 5.5 tiene un efecto negativo en la disponibilidad de
magnesio y molibdeno, mientras que valores por encima de 6.5 provocan una

deficiencia de hierro, manganeso y zinc (Singh, et al., 2024).

Al analizar los datos observados, se pudo apreciar que los valores mas elevados de
pH fueron para las mezclas compostadas pero los valores siguen encontrandose
dentro de lo reportado en la literatura como 6ptimo, asi mismo, seria conveniente

estandarizar todas las muestras a un mismo pH inicial.

7.7.3.2 Los dias de germinacion se redujeron en las muestras CABRRH y
CBRRH en un 37.5%

Se observd que la germinacion del jitomate utilizando como sustrato tierra (CT), o
mezclas con BRRH fue estadisticamente igual. Al utilizar el sustrato ARRH la
germinacioén tardo un dia menos con respecto a CT. Los resultados obtenidos indicaron
que el menor tiempo de germinacion se tuvo en las plantas que fueron cultivadas en
los sustratos compostados CABRRH y CBRRH presentando una reduccion de un
37.5% con respecto a las muestras de tierra CT. Para las plantas de jitomates
cultivadas con los sustratos CARRH estéril y CBRRH estéril estas requirieron de un
periodo de germinacién de 1.8 y 2 veces mayor con respecto a CARRH y CBRRH, es

decir se alargd mas el periodo de germinacion por la falta de microorganismos.

Para las mezclas con proporciones CARRH y CBRRH estéril y ARRH y CBRRH se
observd que las muestras que contienen una alta concentracién de RRH presentaron
un periodo de tiempo germinacién menor. Reportes en la literatura indican diferentes
factores que afectan el tiempo de germinacion en las plantas, entre los cuales se
encuentran: pH, disponibilidad de nutrientes (Maldaner, y otros, 2021), textura del
suelo, temperatura (Echo Comunity, 2023), humedad del suelo, capacidad de retencién
del agua y disponibilidad de esta (Campos, et al., 2020). Por lo tanto, en este trabajo
la diferencia observada del incremento en un dia en el tiempo de germinacion de las
plantas, se pudo deber a factores como la falta de disponibilidad de nutrientes asi como

la falta de capacidad de retencion de agua del RRH.
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En cuanto al uso de RRH como suplemento de suelo, los reportes en la literatura
indican que este tiene un efecto positivo al mejorar la capacidad de retencion de agua,
incrementar la materia organica (Pathak, et al., 2021), incrementar la disponibilidad de
nitrogeno, asi como de fésforo, potasio, calcio, magnesio, hierro, manganeso, zinc y
cobre haciendo que el suelo sea mas rico en nutrientes que pueden ser aprovechados
por las plantas (Velusami, et al., 2021), ademas de mejorar la estructura de los suelos
debido a su baja densidad de abultamiento y su poder de liberacién controlada de sus
nutrientes, por tanto el uso de RHH evita procedimientos de quema de suelo o la
aplicacion de fertilizantes quimicos (Kwiatkowski & Harasim, 2021). Estas
caracteristicas pueden explicar la diferencia del tiempo de germinacién en un dia

cuando se utilizé la mezcla de ARRH con respecto a tierra (CT).

Adicionalmente, la presencia de hongos del género Aspergillus tienen un efecto
benéfico al reducir el tiempo de germinacién (Azeez & Shelby, 2022), este mismo
fendmeno se observa en semillas de chile que fueron cultivadas con Tirchoderma tanto
en nivel laboratorio como en campo (Islam, et al., 2011). Como se menciond
anteriormente la presencia de hongos promueve el crecimiento de las plantas, asi
como el tiempo y porcentaje de germinacion por ello es congruente haber observado

que las plantas cultivadas en sustratos esterilizados tardaron mas tiempo en germinar.

El uso de composta promueve la salud del suelo, ademas de proveer nutrientes
esenciales para el desarrollo de las plantas, se recomienda que las compostas se
hagan a partir de una relacion C/N en el sustrato de 20:1 (Cogger, 2013), otro beneficio
del uso de la composta es que promueve la restauracion de suelos ademas de
incrementar los rendimientos de las plantas (Shiralipour, et al., 1992). Los
microorganismos que se utilizan en la composta ofrecen diferentes beneficios como el
incremento de nutrientes (nitroégeno, fosforo y potasio principalmente), control de
fitopatogenos, promover la produccion de fitohormonas, enzimas, vitaminas y

antibidticos contribuyendo asi a la éptima produccion agricola (Ahmed, et al., 2023).

En nuestro trabajo se logré demostrar que la produccién de mezclas de composta a

partir de RRH promueven el desarrollo del jitomate, ademas se ha reportado en
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lechuga rendimientos hasta 7 veces mayores con respecto al sustrato sin compostar
ayudando ademas a combatir patégenos como Pythium irregulare (Hernandez, et al.,
2021). Varios factores estan involucrados como la disponibilidad de nutrientes, las
caracteristicas del suelo, la salud del suelo mejorada, la promocion de sintesis de
compuestos como el acido indol-3-acético, fitohormonas de las plantas en presencia
de microorganismos benéficos como los hongos del género Trichoderma y Aspergillus
que ademas funcionan como controles biolégicos al regular la presencia de

organismos fitopatdgenos.

7.7.3.3 EIl porcentaje de germinacion incrementa un 10% en la muestra

CBRRH con respecto a CT, mientras que CARRH y CT presentan

valores similares, asi mismo CBRRH tiene un valor 57% mayor a
comparacion de CBRRH estéril

Los mayores valores de germinacion fueron para los cultivos de jitomate en las

mezclas BRRH y CBRRH, cuyos valores fueron del 78%, seguida de la germinacion

del 68% y 67% en tierra (CT) y de la mezcla CARRH, respectivamente. Al utilizar la

mezcla de ARRH solamente se observé un tuvo 40% de germinacion de las plantas de

jitomate, por tanto, no se recomienda esta mezcla para el desarrollo del jitomate.

Los resultados mostrados en la Tabla 16 indicaron que el menor porcentaje de
germinacion se obtuvo en las muestras cuyo sustrato fue esterilizado, siendo 57%
menor a la germinacién con respecto a las muestras de composta que no fueron

esterilizadas.

Se ha reportado valores de germinacion del jitomate de 80% (Cabra, et al., 2016), de
75% para la variedad Rodeo en un suelo con 35 mM NaCl (Sané, et al., 2021)y 74.17%
para la misma variedad in vitro (Sané, et al., 2021). Nuestros resultados de
germinacion utilizando las mezclas BRRH y CBRRH son similares a los reportados en
la literatura, mientras que los obtenidos para CT y CARRH se encuentran hasta un
12% por debajo. El bajo porcentaje de germinacion de los sustratos esterilizados con
respecto a los no esterilizados indican también que la presencia de organismos como

Trichoderma y Aspergillus niger promueven el porcentaje de germinacion de las
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plantas, sustentando lo reportado (Azeez & Shelby, 2022) y de la germinacion

observada encampo (Islam, et al., 2011).

7.7.3.4 El sustrato CARRH es el que mayor media de hojas presenta con
un incremento de hasta un 82% con respecto a la muestra CT.

La mayor cantidad de hojas reales se tuvo cuando se utilizaron mezclas CARRH con
un incremento de un 82% con respecto a tierra (CT). Para las mezclas esterilizadas
CARRH y CBRRH se observaron valores similares en numero de hojas y un
incremento del 45% con respecto a los valores presentes con el uso de CT. El uso de
la mezcla CBRRH presenté menos hojas (27%) con respecto a CT. En cuanto al uso
de mezclas ARRH y BRRH estas mostraron una reduccion del numero de hojas de un
69% con respecto a tierra (CT). Los reportes en la literatura indican valores de 5-7
hojas (Drost, 2020) o hasta 10 hojas, siendo estas un parametro critico debido a su
importancia dentro del proceso fotosintético ya que a mayor niumero de hojas mayor
cantidad de pigmentos fotosintéticos y por lo tanto la planta se desarrollara mejor
(Jankauskieno, et al., 2013).

7.7.3.5 El contenido de agua de las plantas es comparable con lo reportado
en la literatura en las muestras CARRH y CBRRH

En el presente trabajo las plantas de jitomate que crecieron en las mezclas CARRH y
CBRRH fueron las que tuvieron los mayores valores (Tabla 16), ademas de ser
similares a lo reportado en la literatura. En los demas ensayos quiza la falta de
humedad en el sustrato afectdé su desarrollo, esto puede indicar que las muestras que
lograron valores cercanos a los reportados en la literatura tienen una mayor capacidad
de retencion de agua, sin embargo, es conveniente realizar mas estudios en donde la
humedad del suelo se mantenga en su valor 6ptimo para evitar que sea un factor que

afecte al crecimiento de las plantas.

Los reportes en la literatura indican valores de contenido de humedad en las plantas
que difieren segun la especie de estudio, en el caso de Scirpus grossus el valor
reportado es del 90% (Voijant, 2015), en frijol de igual manera un 90% (Miftahurrohmat

& Sutarman, 2018), sin embargo, para jitomate se ha reportado un menor contenido
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de agua de 78% (Sorgona, et al., 2011). Como se mencion6 en el apartado 6.6.6 la
cantidad de agua en la planta es un parametro importante ya que tiene diferentes
implicaciones en la planta como lo son el transporte de nutrientes, transpiracion
(Levinsh, 2023), conductancia (Diaz, et al.,, 1995), propiedades mecanicas,
estructurales (Sutherland, et al., 2023), asi como estar involucrada también en el

proceso de fotosintesis (Wahab, et al., 2022).

7.7.3.6 La composta con bajo RRH tuvo un incremento de 3.79 veces en el
tamano de raiz con respecto a CT, asi mismo la presencia de
microorganismos tienen un efecto benéfico en el crecimiento de la raiz.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo (Tabla 16) indican que el mayor
tamano de raiz corresponde a la mezcla CBRRH cuyo valor fue 3.79 y 1.26 veces
mayor con respecto a CT y CARRH respectivamente, las otras mezclas (a excepcion

de ARRH) presentaron valores al menos 1.66 veces mayor al control CT.

En el apartado 6.6.1 se presentaron reportes de la literatura que indican que el tamafio
de la raiz es un factor importante en la salud de las plantas ya que esta es la
responsable de absorber los nutrientes y el agua del suelo ademas de darle estabilidad
a la planta (Logsdon, 2015), asi mismo su tamafo esta influenciado por la
disponibilidad de agua y los nutrientes presentes en el suelo (Koyun & Acar, 2015). La
mayor cantidad de nutrientes presentes en el sustrato podria explicar que las muestras
que contienen RRH o su composta tengan valores mayores a CT (a excepcion de
ARRH), asi mismo la mezcla CBRRH presenté un valor 2.82 veces mayor con respecto
a CBRRH estéril lo cual indica que la presencia de microorganismos como Trichoderma
y Aspergillus niger tienen un efecto benéfico en el crecimiento de la raiz sustentando

lo reportado en la literatura (Rodriguez & Vargas, 2022) (Marques, et al., 2022).
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7.7.3.7 EI tamaino de tallo puede estar influenciado por la presencia de
nutrientes en las muestras compostadas, teniendo un valor 62% por
encima de CT, asi mismo parece no haber relaciéon entre este parametro

con respecto a la presencia de microorganismos.
Los resultados obtenidos indican que las muestras que tuvieron un proceso de
compostaje tienen un incremento en el tamafo del tallo de al menos un 62% con
respecto a CT, sugiriendo una mayor presencia de nutrientes en estas muestras. En
cuanto a las mezclas con composta se pudo apreciar que el tallo del jitomate cultivado
en CARRH estéril presenté una disminucion de un 17% con respecto a CARRH y
CBRRH y un 20% con respecto a CBRRH estéril, estos resultados sugieren que la
presencia de microorganismos no tiene mucha influencia sobre el tamafo del tallo, asi
mismo la mezcla ARRH tuvo una disminucién del 21% con respecto al control CT

mientras que BRRH mantuvo un valor similar.

Reportes en la literatura indican un tamano de tallo de hasta 15 cm después de 45 dias
después de la siembra (Fontalvo, 2021), en el presente trabajo las muestras se
encuentran por debajo de este valor por un 60%, esto se puede deber a diferentes
aspectos entre los que se encuentra la competencia por nutrientes dado el numero de
plantas sembradas por cuadrante (Mia, et al., 2020), asi como la disponibilidad de agua
y tamafio de la raiz (Ludwig, et al., 2006); (Lin, et al., 2020).

Con respecto a los parametros de germinacién, numero de hojas y tamano de raiz,
nuestros resultados sugieren que el uso de composta producida a partir de RRH tiene
un efecto benéfico en el crecimiento de la planta de jitomate, sin embargo, se requieren
hacer modificaciones para poder tener resultados mas precisos, como el numero de
plantas por cuadrante y siendo una de las mas importantes el cuidado y monitoreo de

la humedad del suelo.

7.7.3.8 La presencia de microorganismos promueve la concentracion de
clorofila A en un 65% y de la clorofila B en un 46%
Los resultados obtenidos para clorofila A y B presente en las plantas de jitomate

cultivadas en cada uno de los sustratos se muestran en la Tabla 17. La mayor
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concentracion de clorofila A, se observo en las plantas de jitomate cultivadas en
CARRH cuyo valor fue un 36.7% mayor con respecto al valor de clorofila presente en
el jitomate cultivado en tierra (CT), mientras que las plantas cultivadas en CT, CBRRH,
ARRH y BRRH se mantuvieron valores similares de clorofila A. En cuanto a las
muestras cultivadas en CARRH y CBRRH estériles se observé en ambos casos una

reduccion de al menos un 65% con respecto a CT.

El contenido de la clorofila B presente en las plantas de jitomate mostré un
comportamiento similar al de clorofila A, para los cultivos de jitomate en CT, CARRH,
CBRRH, ARRH y BRRH no se observaron diferencias significativas. Nuevamente para
las plantas de jitomate la cantidad de clorofila B presente cuando se utilizaron las
mezclas CARRH y CBRRH estériles, provoco la reduccion de al menos un 46% con
respecto a CT. Por consecuencia los resultados sugieren que la concentracion de
ambos pigmentos no esta relacionada con los nutrientes presentes en el sustrato, pero

si esta ligada a la presencia de microorganismos (Anwer & Rahman, 2013).

Reportes en la literatura indican valores diversos de ambos pigmentos, entre los cuales
se pueden encontrar 3 mg/g clorofila A, 4 mg/g clorofila B (Khattabi, et al., 2023), 12
mg/g clorofila A, 3.5 mg/g clorofila B (Pesko, et al., 2016), 8 mg/g Clorofila A, 6 g/mg
clorofila B (Arenas & Hinojosa, 2015). Los resultados obtenidos de clorofila A para las
plantas de jitomate cultivadas en presencia de microorganismos utilizando RRH
compostados se encuentran 2.41 veces por encima de lo reportado por Khattabi, et al.
(2023) , y para aquellas cultivadas en CARRH su valor se encuentra cercano a lo
reportado (Arenas & Hinojosa, 2015), sin embargo los valores de clorofila de este
estudio estan 1.66 veces por debajo a lo reportado por Pesko, et al. (2016). En cuanto
a la clorofila B todos los resultados se encuentran por debajo de todos los reportados

en la literatura.

La clorofila A es el principal pigmento encargado del proceso de la fotosintesis,
mientras que la clorofila B es un pigmento cuya funcién es recolectar la energia
necesaria para la clorofila A (Panawala, 2017). Por lo tanto, la deficiencia de clorofila

B se puede deber a la falta de luz o de energia durante el crecimiento de las plantas
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por tanto se sugiere para ensayos futuros controlar los periodos de luz y oscuridad en
el crecimiento del jitomate, asi como la intensidad de la misma, ya que dichos ensayos
fueron realizados a T.A. y bajo periodos de luz natural y oscuridad en el semestre

enero-junio de 2024.

Tabla 17 Concentracion de clorofila A y B de las plantas de jitomate cultivadas en cada uno de los sustratos.

Concentracion de clorofila A Concentracion de clorofila B
Sustrato
(mgl/g de hoja) (mg/g de hoja)
CRRH 0+0° 0 +0d
CT 5.294 +1.4382 1.824 + 0.5642°
CARRH 7.242 + 0.3542 1.993 + 0.2762
CBRRH 5.732 £ 0.3412 1.839 + 0.4262P

CARRH estéril

1.903 + 0.117b¢

0.839 + 0.203¢¢

CBRRH estéril

2.674 £0.275°

0.991 £ 0.120°¢

ARRH

5.622 + 0.8052

1.722 £ 0.1762P

BRRH

5.353 + 1.0592

1.589 + 0.2572b:¢

Los resultados obtenidos en todos los experimentos indican entonces que la mejor
opciodn es realizar el compostaje del RRH en lugar de usarlo sin compostar, ya que, si
este paso se omite, la cantidad de RRH usada sera indirectamente proporcional al
crecimiento de las plantas. Asi mismo el mejor sustrato en este estudio para el
crecimiento de jitomate fue CARRH ya que mostré los mejores resultados en los
parametros evaluados como tiempo de germinacion, numero de hojas reales,
contenido de humedad, tamafio de raiz, tamafio de tallo y concentracién de clorofila A.
En la Fig. 54 se muestran las plantulas de jitomate tras 35 dias de crecimiento en
composta alta CARRH.
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Fig. 54 Plantulas de jitomate en composta alta a los 35 dias de crecimiento

Asi mismo se sugieren las siguientes mejoras para estudios futuros:

Es necesario realizar una medicién de la relacion C/N en los sustratos utilizados,
se sugiere utilizar una relacion 20:1 y generar un disefio experimental con
diferentes relaciones C/N en la elaboracion de la composta con el fin de evaluar
su efecto en el crecimiento del jitomate.

Se recomienda determinar los nutrientes presentes en la composta que
enriquece el sustrato, ademas de utilizar diferentes concentraciones de RRH
para establecer la cantidad de RRH que promueva el 6ptimo crecimiento de las
plantas.

Es ideal también realizar diferentes pruebas al suelo como la conductancia,
compactacion, retencién de agua, oxigenacidén para obtener informacion de
como es que el RRH y la composta modifican estos parametros que son
importantes en el crecimiento de las plantas.
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e Se recomienda enriquecer el sustrato de la composta con diversas fuentes de
nitrogeno (residuos agroindustriales o sales nitrogenadas) para analizar el
desarrollo de las plantas de jitomate.

e Se recomienda estandarizar el pH inicial para el cultivo de las plantas evitando
de esta manera que esta sea una variable en los ensayos.

e Se recomienda realizar el trasplante hacia contenedores mas grandes vy llegar
hasta la etapa de cosecha y post cosecha para evaluar la calidad nutrimental
de los frutos obtenidos y de esta manera obtener informacién sobre el efecto de
la composta en los frutos finales.

e Se recomienda realizar un conteo de UFC de los microorganismos presentes
en el sustrato para el cultivo de jitomate.

e Se recomienda estandarizar la humead del suelo en el que las plantas crecen y

la cantidad de agua y frecuencia de riego.

7.8El cumplimiento de los ODS y la implementacion de la economia circular

En el presente proyecto se demostré que fue posible implementar un proceso de
economia circular a escala piloto para el aprovechamiento del bagazo de malta durante
el cultivo de los hongos comestibles del género Pleurotus, ademas de aprovechar un
segundo residuo como fue el RRH para la obtencién de enzimas, asi como para la
biorremediacién de colorantes utilizados en la industria textil, dicho residuo se puede
aprovechar adicionalmente como se mostro en este trabajo para hacer una composta

que promueve el crecimiento de la planta de jitomate.

De esta manera se cumplié con al menos 9 de 17 de los ODS planteados por la ONU
los cuales son: Hambre cero; Salud y bienestar; Agua limpia y saneamiento; Trabajo
decente y crecimiento econdmico; Industria, innovacion e infraestructura; Ciudades y
comunidades sostenibles; Produccion y consumo responsables; Vida submarina; Vida

de ecosistemas terrestres.
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VIll. Conclusiones

Los experimentos a escala laboratorio permiten establecer la relacion optima de
bagazo de malta: rastrojo de maiz, para el crecimiento de los hongos P. ostreatus 'y P,
djamor con base en los parametros productivos: eficiencia biologica; periodo
productivo; tasa productiva; rendimiento. Siendo la proporcion de 86% bagazo de
malta con 14% de rastrojo de maiz la relacién que permite obtener los mejores

resultados.

El cambio hacia una escala piloto fue posible y permite aprovechar espacios que
anteriormente no eran utilizados. Dicho escalamiento permite disefiar un invernadero
que mantiene estables las condiciones operacionales para el crecimiento de los
hongos del género Pleurotus, como la humedad relativa entre 81% - 85%. En este
trabajo se establece un sistema automatizado que permite controlar dicha variable a

lo largo del dia de forma ininterrumpida.

Es posible procesar 63.5 kg de bagazo de malta de la industria cervecera con el
sistema piloto implementado para el crecimiento de hongos, a lo largo de 68 dias con

un consumo de agua de 1.04 litros y un gasto energético de 240 W, ambos por dia.

El cambio de escala tiene un efecto en los parametros productivos de forma positiva

al incrementar cada uno de ellos al menos 141%.

El mejor hongo para el cultivo a una escala piloto con las condiciones establecidas es
P. ostreatus, sin embargo, esto no significa que no sea viable el cultivo del hongo P.
djamor que también tuvo buenos resultados al momento de comparar con lo reportado

en la literatura.

La relacion de bagazo de malta de 86% y 14% rastrojo de maiz para el cultivo de los
hongos P. ostreatus y P. djamor tiene un efecto en su calidad nutrimental, y permite
acumular la mayor cantidad de proteinas en el cuerpo fructifero con respecto a las

demas proporciones propuestas, asi mismo dichos cuerpos fructiferos son los que
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menor cantidad de carbohidratos presentan en su matriz, ademas de mantener la
cantidad de fibra, lipidos, antioxidantes y cenizas. Debido a sus caracteristicas
nutrimentales y altas concentraciones de proteinas este hongo puede ser de interés

nutricional para la poblacién en general.

El analisis proximal para P. ostreatus y P. djamor cultivados a escala piloto es el
siguiente: proteinas 0.3455 + 0.0148 y 0.3518 + 0.0062 g /g muestra seca,
respectivamente; carbohidratos 0.3435 + 0.0274 y 0.3709 + 0.019 g / g muestra seca,
respectivamente; fibra cruda 0.1095 £ 0.0028 y 0.1724 + 0.0119 g / g muestra seca,
respectivamente; lipidos 0.0345 + 0.0080 y 0.0186 + 0.0055 g / g muestra seca,
respectivamente; cenizas 0.0345 £ 0.0425 y 0.0869 £ 0.0111 g / g muestra seca,
respectivamente; fenoles totales 2.2100 + 0.1512y 2.1723 £ 0.1771 mg eq ac. galico

/ g muestra seca, respectivamente.

Las enzimas recuperadas con actividad de amilasa parecen depender de la cantidad
de almidon restante en el bagazo utilizado para cultivar los hongos. La mayor actividad
enzimatica presente en los extractos crudos corresponde a las lacasas, sin embargo,
la actividad fue de 62% y 51% menor para P. ostreatus y P. djamor tras el proceso de

escalamiento.

Los extractos crudos enzimaticos poseen la capacidad de decolorizar el azul de
bromofenol en un 91.75% £ 1.50% a 32°C sin agitacion al utilizar una relacion 40%
extracto crudo enzimatico: 60% colorante y agua de la llave como buffer de extraccién

tras el cultivo de P, ostreatus.

Para rojo Congo el porcentaje de decoloracion es 90.68% * 3.39% a 32°C, sin
agitacion y una relacién 50% extracto crudo enzimatico: 50% colorante utilizando

citrato de sodio como buffer de extraccion tras el cultivo de P. djamor.

El agua de la llave como buffer de extraccion de enzimas es viable y es benéfico por
la cantidad de minerales que esta contiene y que pueden actuar como cofactores
ademas de ser una opcion mas factible para economizar el proceso de extraccion

pensando en un futuro escalamiento.
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El uso de extracto crudo enzimatico igual o por debajo al 50% en proporcion promueve
los procesos de degradacion enzimatica del colorante, mientras que por encima de

dicha concentracion el fendmeno que se promueve es la bioadsorcion.

Los espectros de ambos colorantes al tiempo 0 y tras el tratamiento enzimatico
sugieren que la decoloracion permite la descomposicion de los colorantes a moléculas
de menor tamafo dado a que no hay presencia de nuevos picos, sin embargo, es
necesario realizar estudios de espectrometria de masas para corroborar que

moléculas son las que se forman tras la accidon enzimatica.

Los analisis de actividad de lacasas con respecto al tiempo indican que estas enzimas
no son las unicas implicadas en el proceso de decoloracion del azul de bromofenol y
el rojo Congo, reportes en la literatura indican también que para dichos procesos es

mejor utilizar extractos crudos enzimaticos en lugar de enzimas purificadas.

Los resultados en el sistema de hidroponia en el uso del RRH como suplemento de
suelos para el crecimiento de jitomate indican que el RRH en una baja concentracién
(14.218 g/L de tierra) conlleva a un incremento del 84.81% en el tamafo de la raiz
ademas de mantener otros parametros como el numero de hojas y porcentaje de
germinacioén semejantes a los valores del control, pero afectando en un 14% el tamafio

del tallo.

El estudio en tierra sugiere que el uso de composta producida a partir de RRH en una
alta concentracion (28.571 g/L de tierra) es la mejor alternativa para el cultivo de
jitomate ya que promueve la germinacién y reduce el tiempo en un 37.5%, aumenta el
numero de hojas reales en un 82%, incrementa el contenido de agua de las plantas en
un 14%, siendo similar a los niveles 6ptimos reportados en la literatura e incrementa
el tamano de la raiz en un 300%, incrementa también el tamafio del tallo en un 94% vy

la produccién de clorofila A en un 37%.

La presencia de microorganismos como Trichoderma spp. y Aspergillus niger en el
sustrato de cultivo del jitomate es importante ya que cuando estos no se encuentran

se reduce en un 57% el porcentaje de germinacion, asi mismo la presencia de
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microorganismos tiene un efecto directo en la producciéon de clorofila Ay B ya que
cuando no estan presentes la clorofila disminuye en un 65% y un 46%,

respectivamente.

Con este proyecto es posible cumplir con al menos 9 de los 17 ODS establecidos por
la ONU ademas de obtener 3 bioproductos (hongos comestibles P. ostreatus y P.
djamor producidos a escala piloto, extractos crudos enzimaticos con aplicaciones
biotecnoldgicas y de biorremediacion como decoloracion de colorantes usados en la
industria textil y produccién de composta para el cultivo de plantas) a partir del bagazo
de malta que en muchas ocasiones es desechado como un residuo mas, promoviendo

de esta manera la economia circular en la cerveceria local.
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IX. Perspectivas

Realizar la estructura del invernadero con material de soporte mas resistente, cambiar
el plastico de recubrimiento por acrilico, distribuir a lo largo los tubos que proveen de
neblina al invernadero para alcanzar una mejor y mas rapida distribucion de esta
ademas de medir variables como niveles de COz, luz, incluir un sistema de insercion y

extraccion de aire.

Realizar la medicion de la relacion C/N en el sustrato empleado para el crecimiento de
los hongos P, ostreatusy P. djamor, ademas de realizar experimentos suplementandolo
con diferentes fuentes de nitrdgeno, ya sea de algun otro residuo agroindustrial o
empleando diferentes fuentes como urea, amonio, nitratos, etc. Con el fin de poder
obtener la relacion éptima incrementando asi los parametros EB, TP y rendimiento, asi
como analizar el efecto que esto tendria en los nutrientes presentes en los cuerpos

fructiferos.

Realizar analisis proximales a los sustratos empleados para determinar como es que
los nutrientes presentes en estos afectan a los de los cuerpos fructiferos generados,

asi como también medir la conductividad eléctrica de los sustratos.

Realizar analisis de minerales tanto de los sustratos empleados como de los cuerpos

fructiferos obtenidos.

Realizar experimentos con diferentes disefios de reactor aparte de su forma cilindrica
y con diferentes medidas o relaciones de altura: diametro en caso de seguir

experimentando con conformaciones cilindricas.

Realizar variaciones en la cantidad de micelio empleado para la colonizacién de los
sustratos en ambos hongos con el fin de determinar la cantidad éptima en cuanto a

rendimientos, economia e impacto ambiental.

Realizar recuperacion de esporas de los hongos con mejores rendimientos para poder

desarrollar una cepa que sea afin a la mezcla de sustratos que se esta utilizando.
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Realizar experimentos con mas residuos agroindustriales de diferente origen.

Determinar la presencia de almidon remanente en el sustrato con el fin de estudiar
como es que ésta afecta a la actividad enzimatica de las amilasas recuperadas en los

extractos crudos enzimaticos.

Realizar cinéticas de la actividad enzimatica de cada una de las enzimas propuestas
desde el inicio de la colonizacion del hongo hasta 3 meses después de la ultima
fructificacion con el fin de recabar informacion sobre como es que la actividad
enzimatica varia conforme el tiempo y establecer el tiempo de extraccién durante su

cultivo.
Emplear diferentes tecnologias de extraccion de enzimas como el ultrasonido.

Suplementar el sustrato con azucares reductores y cobre para promover la generacion

de enzimas y la actividad de estas.

Determinar la cantidad de lignina, celulosa y hemicelulosa presentes en los sustratos

utilizados para el cultivo de los hongos.

Realizar la medicion de actividad enzimatica de tirosinasas, peroxidasas, polifenol
oxidasas entre otras enzimas que tengan la actividad de oxidasas, ademas de
purificarlas y estudiar el mecanismo de la degradacion de los colorantes azul de

bromofenol y rojo Congo.

Implementar el uso de cofactores como el sulfato de cobre 2 mM como inductor de
lacasas y enzimas desde la etapa de siembra para analizar como es que la presencia
de dichos cofactores favorece la produccion de enzimas y los parametros de

rendimiento, EB, TP y PP del hongo.

Implementar el uso de cofactores como el Zinc y el Magnesio que promueven la

actividad de enzimas como xilanasas.

Implementar el uso de mediadores en las reacciones de decoloracion con el fin de

obtener mayores porcentajes de decoloracion y reducir el tiempo.
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Evaluar el aprovechamiento del RRH para la recuperacidon de antioxidantes,

produccion de biomateriales, alimento para ganado o cultivo de otros hongos.

Realizar el analisis de minerales del agua de la llave, asi como de otras caracteristicas

como pH, conductividad, etc.

Evaluar el crecimiento de diferentes microorganismos en el RRH que puedan actuar

como degradadores secundarios.

Aprovechar el RRH como matriz o sustrato para el cultivo de otros hongos como

Trichoderma spp. que puedan ser utilizados como control biolégico

Realizar mediciones de la relacion C/N en la composta obtenida a partir del RRH en
las diferentes concentraciones ademas de suplementar el RRH con alguna fuente de
nitrdgeno ya sea de algun agro residuo o bien empleando alguna sal con nitrogeno, y

determinar relacién C/N éptima para el compostaje.

Realizar pruebas a la composta obtenida y en las mezclas de RRH con suelo de
conductancia, compactacion, retencién de agua y oxigenacion para elucidar su efecto

durante el desarrollo vegetal.

Realizar pruebas de parametros como acidos fulvicos, acidos humicos, conductancia
eléctrica, aireacién, materia organica, cantidad de fésforo, entre otros mas que

indiquen la viabilidad de este producto.

Realizar pruebas y procedimientos para utilizar la composta obtenida para el cultivo

del hongo Agaricus bisporus.

Estandarizar el pH inicial para el cultivo de las plantas evitando de esta manera que

esta sea una variable.

Realizar el trasplante de las plantas de jitomate a contenedores mas grandes y llegar
hasta la etapa de cosecha y post cosecha para evaluar la calidad nutrimental de los
frutos obtenidos y de esta manera obtener informacion sobre el efecto de la composta

en los frutos finales.
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Realizar un conteo de UFC de los microorganismos presentes en el sustrato para el

cultivo de jitomate.

Estandarizar la humead del suelo en el que las plantas crecen, la cantidad de agua y

frecuencia de riego.
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Xl. Reporte de similitud

Aprovechamiento de residuos de la industria cervecera

Xll. Anexos

12.1 Preparacion Reactivo DNS

Para 100 mililitros.

1 gramo de Hidroxido de sodio.

20 gramos de tartrato de sodio y potasio.
0.2 gramos de fenol.

1 gramo de acido 3,5-dinitro-salicilico.

19%
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12.2 Curvas de calibracioén

12.2.1 Curva de calibracion DNS

Concentracién de azucares (glucosa (UM) vs absorbancia)
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12.2.2 Curva calibraciéon proteinas por método de Bradford

Concentracidén de proteinas (mg/mL vs absorbancia)
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12.2.3 Curva de calibracion de acido galico
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L
Dra. Verénica Mayela Rivas Galindo Dra. Rosa Eiva Norma Del Rio Torresi
Presidenta de la AMIPRONAT Presidenta del Comité Organizador Lot\al
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Ponente de conferencia, Semana de la Ciencia XXV 2023, San Luis Potosi, Instituto
Cervantes Apostdlica

N -|
‘ " e
2% Apostdlica OO i
: Salud
DEL 26 AL 29 DE JUNID DE 2023

ElInstituto Cervantes, Apostélica
otorga el presente

RECONOCIMIENTO

Ing. Luis Alejandro. Castillo Gonzalez

Por su participacidon en

M.CA. José Eduardo Lomeli Robles
Director General
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Ponente de trabajo oral, XX Congreso Nacional de Biotecnologia y Bioingenieria,

Ixtapa, Sociedad Mexicana de Biotecnologia y Bioingenieria

Sociedad Mexicana de
Biotecnologia y Bioingenieria

mr<¢<m A
TATAE 10
CONGRESO NACIONAL niversario

DE BIOTECNOLOGIA Y BIOINGENIERIA

CErTiEmMBRE 2023

LA SOCIEDAD MEXICANA DE BIOTECNOLOGIA Y BIOINGENIERIA

OTORGA LA PRESENTE CONSTANCIA A:
Luis Alejandro Castillo Gonzalez, Rubén Dario Cardenas Duarte, José Luis
Martinez Salgado, Luz Maria Teresita Paz Maldonado

Por su participacion en la sesion de trabajos libres orales con el resumen:

\/ \ POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DE RESIDUOS CERVECEROS PARA EL CULTIVO Y

OBTENCION DE ENZIMAS EXTRACELULARES DE PLEUROTUS DJAMOR

7 del 11 al 15 de septiembre de 2023
_ Ixtapa Zihuatanejo, Gro.

/

"\ ROMINA RODRIGUEZ SANOJA DR. LUIS FLORES COTERA DRA. BEATRIZ RUIZ VILLAFAN
- \=SIDENTA MDN 2022-2024 PRESIDENTE DEL CONGRESO SECRETARIA MDN 2022-2024

.
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Ponente de conferencia, Cerveza México 2023, Ciudad de México, World Trade Center

CERVEZA

MEXICO.C

—

oM

: .. ‘ s.z Y _

£ \

| (DvoLucion + (Z)VOLUCION: EXPO CERVEZA

OTORGA EL PRESENTE

RECONOCIMIENTO A

IBP. Luis Alejandro Castillo Gonzalez

POR SU DESTACADA
PARTICIPACION COMO

PONENTE

DEL CONGRESO DE EXPO CERVEZA
LOS DiAS 20 Y 21 DE OCTUBRE DEL 2023
WORLD TRADE CENTER, CIUDAD DE MEXICO

Wendy Hesketh o AnafRosa Corral

= i TRADE
- ‘

Exposiciones
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Ponente modalidad cartel, XIV congreso de la Rama de Biologia Molecular y Celular
de Hongos 2023, Guadalajara

Se otorga la presente
CONSTANCIA

Luis Alejandro Castillo Gonzalez
Por su asistencia y presentacion del trabajo titulado:

Circular economy in a brewery: The use of Brewer’s Spent Grain for the
growth of Plenrotus ostreatus and Pleurotus djamor

Por:
Luis Alejandro Castillo Gonzalez, Rubén Dario Cardenas Duarte,
José Luis Martinez Salgado, Luz Maria Teresita Paz Maldonado

En la modalidad de cartel en el XIV Congreso de la Rama de Biologia Molecular
v Celular de Hongos, 15 - 19 de octubre de 2023, Guadalajara, Jal.

Atentamente
Por el Comité Organizador

Dra. Alicia Gonzalez Manjarrez
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Impartidor de curso tedrico para Olimpiada Nacional de Biologia, Universidad
Autéonoma de San Luis Potosi 2023, San Luis Potosi

*MEXICANA+DE,

ACADEMIA MEXICANA DE CIEMCIAS
e OLIMPIADA DE BIOLOGIA \/

OLIMPIADA NACIONAL DE BIOLOGIA

I.B.P. Luis Alejandro Castillo Gonzalez
Presente

Estimado |.B.P. Castillo Gonzalez

Sirva la presente para expresarle nuestro mas sincero agradecimiento por su valiosa
participacion en la preparacion académica de los estudiantes que formaron parte de
la delegacion que represento al estado de San Luis Potosi en la XXX Olimpiada
Nacional de Biologia realizada de forma presencial en la UAS del 12 al 16 de
noviembre de 2023.

El curso teorico-practico que usted impartid sobre “Crecimiento y nutricién
fungica” con un total de 5 horas contribuyo en forma importante para incrementar

el acervo de conocimientos de los estudiantes seleccionados.

Sin otro particular por el momento y agradeciendo una vez mas su desinteresado
apoyo, aprovecho la ocasion para enviarle un cordial saludo.

Atentamente,

Dra. Ma. Cristina Revilla Monsalve
Coordinadora
Olimpiada Nacional de Biclogia
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Asesor de proyecto terminal “Evaluacion del crecimiento del hongo Pleurotus ostreatus
en bagazo de malta de diferentes estilos cerveceros” 2023, Universidad Autonoma de
San Luis Potosi, San Luis Potosi

fak

o
<

L
FACULTAD DI

Universidad Autdnoma CIENCIAS QUIMICAS
de San Luls Potosi

A quien corresponda:

La presente hace constar que, el 1.B.P, LUIS ALEJANDRO CASTILLO GONZALEZ,
participé como asesor en el desarrollo del Proyecto Terminal correspondiente al noveno
semestre del programa educativo de Ingenierfa de Bioprocesos de la Facultad de Ciencias
Quimicas UASLP, realizado por el estudiante José Guillermo Flores Martinez con clave de
alumno 263456, en el periodo agosto - diciembre del 2023 con el tema "Evaluacién del
crecimiento del hongo Pleurotus ostreatus en bagazo de malta de diferentes estilos

cerveceros”.

Se extiende la presente constancia para los fines que al interesado convengan, a

los catorce dias del mes de diciembre de dos mil veintitrés.

M.C. LilfanaAL. Lara Garcia
Coordinadora del Programa Educativo de Ingenieria de Bioprocesos
Facultad de Ciencias Quimicas
Universidad Auténoma de San Luis Potos{
Teléfono 4448262300 ext. 6535
coordingbio@cq.uaslp.mx
lara.garcialiliana@uaslp.mx

100

ANIVERSARIO DE LA
AUTONOMIA
UASLP 2023

www.uaslp.mx

Av. Dr. Manuel Nava Nom. 6
Zona Universitaria « CP 78210
San Luis Potosi, SLP.
tel. (444) 826 24 40 al 46
fax (444) 826 2372
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Speaker of conference, Earth Day 2024, Americas and LATAM, Honeywell

CERTIFICATE OF APPRECIATION

This certificate is presented to

IBP. Luis Castillo

For his valuable participation as a speaker during Earth Day webinars organized by BA LATAM
HSE team. Sharing their knowledge about sustainability and experience in circular economy
projects, encouraging us.

on April 2024

Neove Pipper Sam mcewen Shaira Rios

Honeywell
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Ponente, Simposio en Ingenieria en Biotecnologia 2024, Puebla, Universidad
Iberoamericana

Departamento de Ciencias e Ingenierias

Otorga el presente

RECONOCIMIENTO

a: Ing. Luis Alejandro Castillo Gonzdlez

Por su ponencia:

Potencial Biotecnolégico de Residyos
Cerveceros Para el Cultivo, Obtencion de
Enzimas Extracelulares x biofertilizantes de

Pleurotus ostreatus y Pleurotus djamor

San Andrés Cholula, Puebla a 22 de abril del 2024

Mitro. Enrique Villa Alvarez
Director del Departamento de Ciencias e Ingenierias

LA VERDAD NOS HARA LIBRES

£ IBERO cws s @) S, 54 [TUVEH AUSIAL
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Asesor de proyecto terminal “Evaluacion de la decoloracién de azo colorantes
usados en la industria textil con extractos enzimaticos recuperados del residuo
remanente del cultivo de hongos del género Pleurotus” 2024, Universidad Autbnoma
de San Luis Potosi, San Luis Potosi

CIENCIAS o'ulmus
Aquien corresponda

La Coordinadora de la carrera de Ingenieria de Bioprocesos de la
Facultad de Cienclas Quimicas de la Universidsd Auténoma de San Luis
Potosi

HACE CONSTAR

que la IBP. Luls Alejandro Castillo Gonzdlez, adscrita o la Focultad de

Ciencias Quimicas de la UASLP, participé durante el semestre enero-mayo

2024, como asesor del Proyecto Terminal desarrollado por la alumna,

Miriam Aranda Davils, titulado “Evaluacién de la dacoloracién de azo

colorantes usados en le Industria textil con extractos enziméticos
— recuperados del residuo remanente del cultivo de hongos del género
E:. Pleurotus™, que comprendié del 15 de enero al 24 de mayo de 2024, pariodo
—— correspondiente al noveno semestre del Programa Educativo de Ingenieria
~=  de Bioprocesos de la Facuitad de Ciencias Quimicas de la Universidad
Auténoma de San Luis Potosl,

— Se extiende la presente constancia, en la ciudad de San Luis Potosi,
— S.L.P., pera los fines que &l interesade convengan, a los tres dias del mes
de Julio de dos mil veinticustro.

"SIEMPRE AUTONOMA. POR MI PATRIA EDUCARE"

Dra. Alejandra Wong Arce
Coordinadora del Programa Educativo de Ingenieria de Bioprocesos
Facultad de Ciencias Quimicas
Universidad Auténoma de San Luis Potos|
Teléfono 4448262300 oxt. 6535
coordingbio@cq.uasip.mx
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Asesor de proyecto terminal “Evaluacion del crecimiento de solanum lycopersicum en

composta de sustrato gastado post — cosecha de Pleurotus ostreatus” 2024,

Universidad Autdbnoma de San Luis Potosi, San Luis Potosi

www.uasip.mx

A quien corresponda

Lo Coordinadora de la carrera de Ingenleria de Bioprocesos de s
Facultad de Ciencias Quimicas do la Universidad Autdnoma de San Luls
Potosi

HACE CONSTAR

que 1a IBP, Luls Alejandro Castillo Gonzdlez, adscrita a la Facultad de
Ciencias Quimicas de la UASLP, participd durante el semestre enero-
mayo 2024, como asesor del Proyecto Terminal desarrollado por la
alumna, Karol Polet Judrez Cruz, titulado "Evaluacién del crecimiento de
Solanum lycopersicum en composta de sustrato gastado post-cosecha
de Pleurotus ostreatus”, que comprendié del 15 de enero al 24 de mayo
de 2024, periodo correspondiente al noveno semestre del Programa
Educativo de Ingenieria de Bioprocesos de la Facultad de Ciencias
Quimicas de la Universidad Auténoma de San Luis Potosi.

Se extiende la presente constancia, en la ciudad de Sen Luis
Potosi, S.L.P., para los fines que al interesado convengan, a los tres dias
del mes de julio de dos mil veinticuatro.

“SIEMPRE AUTONOMA. POR MI PATRIA EDUCARE*

Dra. Alejandra Wong Arce
Coordinadora del Programa Educsativo de Inganieria de Bloprocesos
Facultad de Ciencias Quimicas
Universidad Auténoma de San Luls Potosi
Teléfono 4446262300 ext. 6535
coordingbio@cq.uaslp.mx
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