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Resumen

Se caracterizaron fisicoquimicamente los residuos de biomasa lignocelulésica de la produccion pifiera de la Region
Huetar Norte y se evalud su potencial como medio de cultivo para la etapa de crecimiento micelial del hongo shiitake
(Lentinula edodes). La materia seca, segun parte de la planta, vario entre 11,4 y 28,2 % y la ceniza, en base seca, entre
2,96 y 6,44%. La proporcion hidrosoluble fue de 53,7%; los extractos mostraron un pH de 4,05 + 0,42 y una acidez
de 3,48%, expresada como acido lactico. El contenido de azlicares reductores fue de 6,6 + 1,3 % en la biomasa foliar,
aunque menor en el sistema radical. Asimismo, se determind cobalto, cobre, niquel, zinc, magnesio, potasio, fosforo
y calcio, nutrientes esenciales para el desarrollo fungico y se aislaron nueve pigmentos vegetales por extraccion con
acetona, los cuales fueron caracterizados por espectrofotometria visible. La hidrélisis acida condujo a una produccion
maxima de aminoacidos libres a pH 3 y 20° C, mientras que la generacion de aldehidos fue poco significativa segiun
estas condiciones, por lo que no se esperan efectos antagonistas al crecimiento micelial. Ensayos microbioldgicos pre-
liminares demostraron una notable capacidad de los extractos para soportar el crecimiento micelial in vitro del hongo
shiitake.

Palabras clave: biomasa lignocelulosica, rastrojo de pifia, hidrolisis quimica, hongo shiitake, crecimiento micelial
Abstract

The lignocellulosic biomass residues generated in the pineapple cultivation of the Northern Huetar Region were physico-
chemically characterized in order to evaluate its potential as a culture medium for the mycelial growth of shiitake mush-
room (Lentinula edodes). Dry matter contents varied between 11.4 and 28.2% and ash content between 2.96 and 6.44%, on
adry basis. The proportion of water-soluble material was 53.7% and extracts showed a pH of4.05 + 0.42, for an acidity of
3,48% expressed as lactic acid. The content of reducing sugars was 6.6 = 1.3% for the leaf biomass, although much lower
in the root system. Cobalt, copper, nickel, zinc, magnesium, potassium, phosphorus and calcium were also determined.
In total, nine plant pigments were isolated by extraction with acetone and characterized by visible spectrophotometry.
Acid hydrolysis led to a maximum production of free amino acids at pH 3 and 20°C, while the generation of aldehydes
under those conditions was little significant; hence, no antagonistic effects are expected for the mycelial growth under
the extraction conditions. Preliminary microbiological assays showed a remarkable ability of the extracts to support
the mycelial growth in vitro of shiitake mushroom.

Keywords: lignocellulosic biomass, pineapple stubble, chemical hydrolysis, shiitake mushroom, mycelial growth
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Introduccion

La Camara Nacional de Productores y Exportadores de
Pina (CANAPEP, 2019) estima que hay alrededor de
45.000 ha de cultivo de pina en Costa Rica y que por cada
hectarea de piia sembrada se recogen unas 300 toneladas
de rastrojo humedo (Garcia, 2013). Hernandez-Chaverri
y Prado-Barragan (2018) indican que la tasa de recambio
es del 40% del area cultivada anualmente, por lo que se
calcula su disponibilidad en cinco millones de toneladas
métricas de rastrojo al afio, aproximadamente. En mu-
chas ocasiones, el principal manejo que se da a los dese-
chos consiste en rociarlos con herbicida, principalmente,
paraquat (dicloruro de 1,1’-dimetil-4,4’-bipiridilo), para
luego proceder a quemarlos, accion que provoca la libera-
cion de sustancias volatiles y toxicas que, eventualmente,
acaban contaminando el aire, el agua y los suelos de la
zona (Solorzano et al., 2013). En algunos casos, se aplica
el manejo en verde que consiste en la molienda del ras-
trojo con tractor y su incorporacion al suelo sin el uso de
herbicidas; sin embargo, esto aumenta, significativamen-
te, los costos de operacion en campo (Hernandez-Chave-
rri y Prado-Barragan, 2018). Gonzalez (2012) sefiala que
al dejar descomponer el rastrojo de pifia al aire libre se
tiene como consecuencia la proliferacion de moscas de la
especie Stomoxys calcitrans, lo cual incide en la sanidad
de los hatos bovinos vecinos y, por ende, de la salud pua-
blica de las zonas productoras.

A pesar de que Costa Rica se perfila como el primer
exportador a nivel mundial de pifia (Garita, 2014 y
De Pablo, Tassile y Giacinti, 2017) se requiere mas inves-
tigacion relacionada con el aprovechamiento de las bio-
moléculas presentes o derivables a partir de sus desechos.
Algunas iniciativas como la obtencion de la nanocelulosa
(Corrales et al., 2018) y la extraccion y purificacion de
la bromelina (Alpizar, Villegas, Madrigal y Sibaja, 2013)
han sido reportados por parte del Laboratorio Nacional de
Nanotecnologia (LANOTEC) y del Centro de Innovacio-
nes Biotecnologicas (CeniBiot) del Centro Nacional de
Alta Tecnologia (CENAT), pero se requiere profundizar
en aspectos financieros y econdmicos tales como el cal-
culo de la rentabilidad del escalamiento e industrializa-
cion y el acceso a los mercados potenciales.

La extraccion directa, la hidrélisis quimica o enzimatica
y la pirdlisis controlada del rastrojo de pifia podrian con-
ducir al aislamiento y produccion de nuevas sustancias
quimicas con aplicaciones importantes atin no contem-
pladas (Clark y Deswarte, 2015). Para tal efecto es indis-
pensable la caracterizacion fisicoquimica de los desechos
obtenidos en cada una de las etapas de su cultivo y de su
transformacion agroindustrial.

Aunque la tendencia mundial se ha centrado en el uso de
las biomasas como combustibles primarios, lo cual pasa
a la elaboracion de biocombustibles de segunda genera-
cion. En la actualidad, se empieza a abordar el tema de las
biorrefinerias como un concepto en que se logra convertir
las biomasas residuales en una amplia variedad de pro-
ductos quimicos derivados, biomateriales y energia, para
maximizar su valor y minimizar el residuo. Para el afo
2030, se espera que del 30% al 50% de la produccién de
sustancias quimicas en Europa esté basada en el aprove-
chamiento de biomasas y que el 25% de las necesidades
de energia para el transporte y el 30% del calor y la ge-
neracion de potencia sean provistas por biocombustibles
(Star-Colibri Project, 2011).

Por otra parte, la demanda de hongos comestibles ha ido
en aumento en el pais en términos cuantitativos, aunque
se continta asociando, exclusivamente, con el consumo
del champifiéon coman (Agaricus campestris). En los
ultimos afios se han desarrollado en algunas localidades
del pais emprendimientos relacionados con el cultivo del
hongo ostra (Pleurotus ostreatus), del cual el Centro de
Investigaciones Agronomicas de la Universidad de Cos-
ta Rica (CIA-UCR) y la Universidad Técnica Nacional
(UTN) en la Sede de San Carlos han sido destacados pro-
motores de su cultivo a través de la realizacion de talleres
y capacitaciones (Coto, 2016). Sin embargo, existe en
Oriente una mayor variedad de especies de alto consumo
que son, en la mayoria de los casos, desconocidas en el
pais. Un ejemplo de ello es el hongo shiitake (Lentinula
edodes que se destaca como el segundo hongo comestible
en términos de produccion mundial, con 180.000 tonela-
das por afio, siendo superado solamente por el champi-
ién comin (Agaricus sp.) con una produccion anual de
750.000 toneladas (Guzman, Mata y Salmones, 2010).
A pesar de ello, el hongo shiitake sigue siendo practica-
mente desconocido en la dieta de los costarricenses.

Con este estudio se pretende caracterizar fisicoquimica-
mente la biomasa del rastrojo de pifia y valorar, de ma-
nera preliminar, el potencial de su extracto hidrosoluble
como sustrato para la propagacion micelial del hongo co-
mestible shiitake (Lentinula edodes).

Referencial tedrico

El cultivo del hongo shiitake se inicia en China alrededor
del afio 1000 d. C. y, probablemente, se introdujo en Ja-
pén a principios del siglo XVIIIL, aunque se sabe que se
consumen variedades silvestres en este pais desde el afio
199. Actualmente, Japon produce mas del 50% del hon-
go shiitake a nivel mundial y poco a poco esta produccion
se ha ido extendiendo a los Estados Unidos y otros paises
(Guzmaén, Mata y Salmones, 2010).

Yulok Revista de Innovacién Académica, ISSN 2215-5147, junio de 2019, pp. 13-27



Caracterizacion de la biomasa de pifia (Ananas comosus) y su valoracion en la propagacién micelial del hongo shiitake (Lentinula edodes)

Entre los principales beneficios nutricionales del hongo,
Bisen (2010) reporta un contenido en base seca de mi-
nerales cercano al 6,0%, 2,1% de grasa total y 22,8% de
proteina buta, ademas de un elevado contenido de fibra
dietética. Longvah y Dosthale (1998, citado por Rivera,
Albarracin y Lares, 2017) encontraron que la proteina del
hongo shiitake contiene cantidades significativas de 18
aminoacidos. En relacion con el contenido de minerales,
dichos autores reportan altas concentraciones de sodio,
hierro, manganeso, fosforo, calcio y magnesio.

Desde hace mas de 50 afios, existen numerosos y exten-
sos estudios sobre las ventajas de los principios activos
contenidos en el hongo shiitake, que comenzaron con el
hallazgo de propiedades inhibitorias de la produccion de
sarcomas en ratones por parte de los polisacaridos pre-
sentes en esta especie (Chihara, Maeda, Hamuro, Sasaki
y Fukuoka, 1969). En 1994, Suzuki, Takatsuki, Maeda,
Hamuro y Chihara encontraron que uno de ellos, el len-
tinan, mostraba una marcada actividad antitumoral y an-
timetastatica en numerosos sistemas tumor/hospedero y
que era capaz de prevenir carcinogénesis quimica y viral.
Roncero (2015) destaca este polisacarido como uno de
los dos B-glucanos mas empleados en la actualidad en la
industria farmacéutica por sus propiedades antitumorales
y actividad inmudomodulatoria (HIV virus).

Otros estudios corroboran los efectos positivos del hon-
go shiitake en el tratamiento y prevencion de diversos
tipos de cancer, entre ellos, el cancer gastrico (Nimura,
Mitsumori y Takahashi, 2006), cancer de colon (Ng y
Yap, 2002), cancer de pancreas (Shimizu, Watanabe
y Watanabe, 2009) y cancer de higado (Isoda, Eguchi
y Nukaya, 2009). Finimundy, Dillon, Henriques y Ely
(2014) presentan una amplia revision de las propiedades
farmacoldgicas aportadas por el consumo de este hongo.

En relacion con la produccion del hongo shiitake, muchas
investigaciones se han centrado en fomentar su cultivo a
nivel de bloques sintéticos (Villegas, Pérez y Arredondo,
2009). Salmones, Mata, Ramos y Waliszewski (1999)
reportan un estudio, donde utilizan diversos sustratos so-
lidos elaborados a partir de paja de cebada, mazorca de
maiz, bracteas de pifia, salvado de arroz, bagazo de cana
y cascarilla de café. Con este tipo de medios artificiales
solidos la produccion de cuerpos fructiferos se demora,
usualmente, varios meses en comenzar y relativamente
pocos investigadores a nivel mundial se han dedicado a
estudiar las etapas anteriores al proceso de desarrollo y
fructificacion en medios de cultivo liquidos sumergidos
(Aminuddin, Khan y Madzlan, 2013).

De acuerdo con Guzman et al. (2010), el hongo requiere
una fuente abundante de nitrégeno para la elaboracion de

sus proteinas. La suplementacion con peptona, caseina,
urea y sales de amonio favorece esta produccion, pero
Chang y Miles (2004) sefialan las ventajas de la presencia
de aminoacidos libres en los medios de cultivo, especial-
mente la asparagina. De igual forma, Queiroz, Cardoso,
Regina y Eira (2004) demostraron en Brasil que la suple-
mentacion mineral con nitrogeno, fosforo y azufre en el
agua de inmersion de los troncos en el momento de cada
induccion de la fructificacion del hongo shiitake, muestra
un efecto significativo en el crecimiento de las variedades
ensayadas, aun con dosis del orden del 0,05%.

De acuerdo con Nunes ef al. (2012), entre los minerales
mas importantes para el crecimiento de los hongos estan
el hierro, el cobre, el magnesio, el sodio, el potasio, el
calcio y el fosforo. Asimismo, la presencia de factores
de desarrollo, tales como vitaminas y fitohormonas, in-
duce positivamente el crecimiento micelial. En general,
una de las vitaminas mas importantes en el cultivo de
los hongos es la tiamina y entre las hormonas que fa-
vorecen su desarrollo se menciona el acido giberélico.
Ademas, ha sido demostrado que el hongo shiitake tiene
un gran potencial para la bioacumulacion del elemento
selenio, el cual es requerido en el aminoacido selenocis-
teina, necesario para la sintesis de, al menos, 12 selenoen-
zimas por el organismo (Nunes ef al., 2012).

Metodologia

Muestreo

Las muestras de rastrojo de pifia de segunda cosecha de la
variedad Gold E.S. MD2 fueron recolectadas en los can-
tones de San Carlos y Los Chiles de la provincia de Ala-
juela, de las fincas Monte de la Providencia y Agrovicces
de la Multinacional The Fruit Farm Group Costa Rica.
Se selecciono un lote de cada finca de donde se extraje-
ron por muestreo aleatorio simple en combinacién con la
técnica de cuadrante entre 15-18 plantas, para un total de
32 plantas. Se verificd que las plantas recolectadas no
hubieran sido rociadas con ningun tipo de herbicida. Las
muestras se lavaron con abundante agua y se secaron al
ambiente por cuatro horas antes de registrar su peso. Pos-
teriormente, 20 unidades de ellas se cortaron en piezas de,
aproximadamente, 5 cm en una maquina picadora de do-
ble cuchillay luego se molieron dos veces en una maquina
de astillado (Chipeadora Trituradora Bear Cat SC-3306),
hasta alcanzar un tamaiio de particula menor a 0,8 cm en
el 80% de la muestra total. Las 12 plantas restantes se
diseccionaron manualmente, separandolas directamente
en “hojas”, “tallos”, “raiz primaria”, “raices secundarias”
y “corona”. En la preparacion de estas ultimas muestras
se siguieron las instrucciones de Sadzawka (2007) para
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los procesos de descontaminacion, secado, molienda y al-
macenaje. Se tomo la hoja D, definida como la hoja mas
grande, la mas gruesa y en la que los nutrientes tienden a
estar mas concentrados (Garita, 2014), de cada una de las
plantas y se almacenaron en refrigeracion a 5°C. Para las
pruebas de crecimiento micelial se desecharon las hojas
secas y se utilizaron solo las hojas verdes.

Materia seca, cenizas y materia organica

La materia seca se determiné por calentamiento a 105 +
3° C durante cuatro horas y las cenizas por calcinacion a
575 £ 25° C durante cuatro horas. La materia organica se
reportd como la diferencia entre el contenido de materia
seca y su contenido de cenizas (Sluiter et al., 2005a).

Contenido de nutrientes

Se determind C y N con un autoanalizador por combus-
tion seca 'y el P, B'y S por espectrometria de emision ato-
mica con plasma (ICP). Por otra parte, los elementos Co,
Cu, Fe, K, Mg, Ni y Zn se determinaron en las diferentes
secciones de la planta (hojas, tallos, raiz primaria, raices
secundarias y corona) por espectroscopia de absorcion
atomica (EAA).

Material hidrosoluble

Para determinar la cantidad porcentual de sélidos solu-
bles e insolubles en agua se tomaron muestras compues-
tas de alrededor de 25 g. Estas fueron procesadas con
500 ml de agua desionizada y luego filtradas al vacio.
La masa insoluble se recolect6 y se someti6 a desecacion
a 105 £ 3°C durante cuatro horas. La porcidn soluble se
calcul6 por diferencia entre la masa seca de la muestra y
la masa insoluble.

PH y acidez

Los extractos se prepararon al 5% (m/v) y se midi6 el
pH con un electrodo marca Ohaus, modelo Starter 5000
selectivo para iones hidronio. La acidez de los extractos
se determino por titulacion potenciométrica hasta pH 8,0
y fue expresada como porcentaje de acido lactico (CH-
,CHOHCOOH).

Conductividad eléctrica

La conductividad eléctrica (CE) fue determinada en una
pasta saturada de agua con una proporcién de 50 ml de
agua por 10 g de material.

Fésforo, calcio y cloruros solubles en el extracto
acuoso

El fosforo soluble se determiné por el método del acido
vanadomolibdofosforico descrito en la Norma Mexicana
NMX-AA-029-SCFI-2001. Para la determinacion del
calcio se empleod el método complexomeétrico con EDTA
disodico a pH 10 y para los cloruros la determinacion
argentométrica por el Método de Mohr (Skoog, West,
Holler y Crouch, 2016).

Extraccion con etanol

Se extrajo la biomasa durante 24 h empleando mezclas
de etanol-agua con un rango de concentracion del 0% al
100% de etanol.

Hidrolisis quimica

Para determinar el efecto de la temperatura sobre el por-
centaje de residuos no solubles, el rastrojo de piia se tratd
con disolucidn de acido sulfurico 1,0 M a diferentes tem-
peraturas (25° C, 50° C, 75° C y 100° C) por dos horas.
Para el estudio de la formacion de azucares reductores,
aminoacidos y aldehidos a partir del rastrojo de pifia se
emplearon disoluciones buffer ajustadosapH 1,3, 5,7, 9,
11y 13, con una concentracion de fosfatos de 0,50 mol/l.

Determinacion de aztcares reductores

Se uso6 el método de Miller (1969) con acido 3,5-dinitro-
salicilico (DNS) y medicién de la densidad optica a 540
nm, empleando una disolucion de glucosa como sustan-
cia patron.

Determinacion de aminoacidos libres

Se llevaron a ebullicién por 10 minutos alicuotas del ex-
tracto con disolucién amortiguada (pH 7,0) de ninhidrina
al 0,40% y se midio la densidad optica a 570 nm.

Determinacion de aldehidos

Los extractos se clarificaron con hexacianoferrato (I1I) de
zinc y los blancos se obtuvieron por adicion de bisulfi-
to de sodio (NaHSO,). Se compararon las absorbancias
a 284 nm y 336 nm con muestras clarificadas no trata-
das con bisulfito de sodio. Los resultados se expresaron
como 5-(hidroximetil)furfural (HMF) calculados a par-
tir de las absorbancias registradas a 284 nm y a 336 nm
(AOAC, 2000c).
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Extracto acetdnico

La extraccion de pigmentos vegetales se realizo a tempe-
ratura ambiente (23 + 2°C ) por maceracion de la bioma-
sa con acetona (5g/100 ml) en presencia de carbonato de
magnesio (MgCO,) como agente neutralizante (UNES-
CO, 1966).

Separacion de pigmentos vegetales

La biomasa extraida con acetona se concentr6 a un déci-
mo de su volumen. Se aplico el concentrado sobre una
placa de silica gel 60 F,_, de la marca Merck. Los pig-
mentos separados por cromatografia de capa fina (TLC)
se redisolvieron en acetona y sus espectros visibles fue-
ron registrados de 380 nm a 750 nm (AOAC, 2000a y
AOAC, 2000b).

Determinacion del crecimiento micelial de
Lentinula edodes

Se formul6 en tubos de ensayo un medio de agar papa
dextrosa (PDA), el cual se esteriliz6 a 121°C £ 1°C y a
1,5 kg/cm? de presion. Los medios esterilizados se co-
locaron en posicion inclinada hasta su solidificacion
(slant). Para obtener un cultivo puro se recogié una pe-
quefia porcion de tejido del cuerpo de fructificacion del
hongo shiitake y se colocé en el medio de PDA esteriliza-
do en condiciones asépticas. Se incubo a 25°C durante 7
a 10 dias hasta la obtencion de un abundante crecimiento
micelial (Ashrafuzzaman, Kamruzzaman, Razi-Ismail y
Fakir, 2009). Posteriormente, se formularon medios de
cultivo empleando 0%, 25%, 50%, 75% y 100% de ex-
tracto de biomasa foliar (hojas D) del rastrojo de pifia al
10%, todos contenian un total de 1,5% de agary 2,0 % de
glucosa. Los medios se esterilizaron en autoclave duran-
te 15 minutos a 121°C + 1°C (presion 1,5 kg/cm?). El pH
se ajustd a 4,0 con acido tartarico al 10% previo a la ino-
culacion con micelio del hongo shiitake. El crecimiento
micelial se registr6 después de 72 horas a 27°C.

Para determinar su crecimiento se promediaron los dia-
metros horizontales (DH) y vertical (DV) de cada una de
las colonias de las dos placas con la misma cantidad de
extracto suplementado. Posteriormente, se calculo el ra-
dio medio (r) y las areas se obtuvieron usando la ecuacion
A=nr’,

Manejo de datos y analisis estadistico
Para el analisis de datos se utilizdo Excel en la determi-

nacion de las medias, desviaciones estandar, varianzas e
incertidumbres. Se hizo al menos tres repeticiones para

cada ensayo. Los limites de confianza se calcularon con
un 5% de significancia.

Resultados y analisis

Secciones de la planta de pina

Se encontrd que la masa promedio de una planta fue de
3,53 + 1,34 kg, de la cual, la porcion de biomasa co-
rrespondiente a las laminas (hojas) fue de 2,46 + 1,00.
Estos resultados fueron similares a los reportados por
Hernandez-Chaverri y Prado-Barragan (2018) de 3,59 +
0,17 kg, para mas de 105 plantas muestreadas. La parte
foliar (aérea) de las plantas represento cerca del 84% de
la masa de toda la planta, un valor similar al reportado por
Garita (2014) del 85%, las cuales se recolectaron con me-
nor cantidad de suciedad y fueron mas faciles de limpiar.

El contenido de materia seca, ceniza y materia organi-
ca segun la parte de la planta se muestra en la figura 1.
Sobresalen las diferencias de los contenidos de ceniza en-
tre las raices y las demas secciones de la planta, lo que
indica una posible contaminacion con suelo dificil de
eliminar. Por su parte, los tallos contienen el menor por-
centaje de materia seca y tomando en cuenta que el fruto
se comercializa adherido a la corona, la mayor disponibi-
lidad practica de biomasa estaria dada, presumiblemente,
por las hojas.

0.84 %

30%
25%
5

20% 0,60 % Lo 0,78 %
15% 0,41 %
10%

5%

Raiz

0%
Hojas Tallos

Porcentaje (m/m)

Raiz Corona
primaria  secundaria

® Materia organica = Ceniza

Figura 1. Porcentajes de materia seca y cenizas segin seccion
de la planta. Fuente: elaboracion propia.

Macro y micronutrientes en el rastrojo y sus partes

En la tabla 1 se muestran los resultados de la determina-
cion del porcentaje de carbono (% C) que corresponde
a un valor medio de 41,20% en base seca. La relacion
de C/N se encuentra entre los valores 6ptimos que indica
Roman, Martinez y Pantoja (2013) de (15:1-35:1) para su
uso como sustrato para abonos organicos. EI NPK medio
para la composicion del rastrojo fue de 1,36-0,10-1,81.
Chang y Miles (2004) sefialan que la proporcion C/N se
usa a menudo como referencia relativa para caracterizar
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Tabla 1. Contenido medio de nutrientes mayores en muestras de rastrojo segtin origen.

Origen de la submuestra C (%) C/N N (%) P (%) K (%) S (%) B (mg%)
Submuestra 1 Los Chiles 38,27 33,2 1,15 0,08 1,64 0,14 27
Submuestra 2 Los Chiles 40,16 23,2 1,73 0.15 2,99 0,25 28
Submuestra 1 San Carlos 40,50 27,6 1.47 0,10 1,78 0,16 34
Submuestra 2 San Carlos 43,65 40,7 1,07 0,08 0,82 0,16 22

40,6 31.2 1,36 0,10 1,81 0,18 28

Fuente. elaboracion propia.

medios organicos como la madera para la produccion
de hongos. De acuerdo con Chen (2005), para el creci-
miento micelial del hongo shiitake, la relacion optima de
C/N es 25:1, y aumenta a 40:1 para la fase productiva.
Por su parte, Aminuddin, Khan y Madzlan (2013) advier-
ten que un exceso de carbono puede producir deficiencias
en la elaboracion de aminoacidos y proteinas, mientras
que un exceso de nitrogeno puede generar amoniaco que
al elevar el pH de los medios podria reducir significa-
tivamente la velocidad de crecimiento de los hongos.
Chen (2005) reporta el rango 6ptimo de pH para el creci-
miento micelial del hongo shiitake entre 4,5 y 5,5 y en-
tre 3,5 y 4,5 para la formacion de los cuerpos fructiferos.
La tabla 1 incluye también los contenidos de azufre y
boro, elementos sumamente importantes en la produccion
de este hongo (Chang y Miles, 2004). (Ver tabla 1).

En la tabla 2 se muestra el contenido de nutrientes ca-
tionicos de relevancia en el crecimiento del hongo shi-
itake y que estan presentes en las diferentes secciones
de la planta de pina (hojas, tallo, raiz primaria, raices
secundarias y corona). El potasio fue el elemento mas
abundante, y su contenido fue hasta 10 veces mayor en
tallos y hojas, comparado con el obtenido para magnesio.
Por otra parte, los contenidos relativos de Cu, Ni y Co
fueron de 0,74; 0,81 y 0,15 mg% de materia seca, res-

pectivamente. El contenido de Zn se mantuvo constante,
cercano a los 5 mg% en las diferentes partes de la plan-
ta, y junto con el Fe, representaron dos de los elemen-
tos mas importantes para el crecimiento y desarrollo de
los hongos (Turlo, Gutkowska, Kalucka y Bujak, 2007).
Basado en esta informacion, se podran definir en el futuro
las cantidades suplementarias de nutrientes requeridas en
la elaboracion de los medios de cultivo. (Ver Cuadro 2).

Extraccién acuosa

Por medio de la extraccion con agua desionizada, se en-
contrd que un 53,7 £ 0,8 % de la biomasa seca del rastro-
jo correspondia a material hidrosoluble, mientras que un
46,3 = 0,8 % a material insoluble en agua, informacion
importante para efectos de comparacion con porcenta-
jes de extraccion empleando otros tratamientos fisicos,
quimicos o biologicos (Constable y Jiménez-Gonzalez,
2011).

AzUcares reductores

En la figura 2 se muestran los contenidos de azlcares re-
ductores segun las diferentes secciones de la planta de
pifia. Se observa que el extracto acuoso de la biomasa
foliar (Iaminas) es la que mayor cantidad de aztcares re-

Tabla 2. Contenido de minerales presentes seglin parte de la planta (mg/100 g de materia seca)

Elemento Hojas Tallos Raiz primaria  Raices secundarias Corona
Co 0,06 + 0,03 0,06 + 0,03 0,19 £ 0,06 0,20 + 0,07 0,25+0,13
Cu 0,81 +0,21 0,65+0,21 0,60 +0,12 0,79+ 0,31 0,87 +£0,22
Fe 7,5+3,0 1,4+0,7 0,41 +0,57 68,4+ 13,5 31,2+2)5

K 207,8+21,2  289,3+17,0 130,7 £ 11,9 102,9 £ 15,0 197,4+225
Mg 188+1,6 242+ 14 153 40,9 8,5+0,7 16,5+ 1,5
Ni 0,60 + 0,25 1,19+0,12 0,81 +0,08 0,53 + 0,09 0,92 + 0,08
Zn 6,0+1,5 48409 3,1+04 82+ 1,6 40403

Fuente. elaboracion propia.
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ductores exhibe, hecho que reafirma la idea de usar esta
parte de la planta en el cultivo del shiitake, la cual es a la
vez la mas facil de extraer, limpiar e higienizar.
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LAMINA TALLO CILINDRO RAICES CORONA

Parte de la planta

Figura 2. Contenido de azlcares reductores presentes en dife-
rentes secciones de la planta de pifia y en la muestra de rastrojo
compuesto. Fuente: elaboracion propia.

PH, acidez y conductividad eléctrica del rastrojo

El valor de pH de 20 muestras de rastrojo de pifa varid
entre 3,63 y 4,47, con una media de 4,05 £ 0,42. La va-
riabilidad de estos valores esta asociada a las condiciones
de extraccion y solubilizacion del material. De acuerdo
con Jay, Loessner y Golden (2009), este valor medio de
pH es suficientemente bajo para favorecer con ventaja el
crecimiento de los hongos sobre el de las bacterias, 1o
cual abre buenas posibilidades para el cultivo del hongo
shiitake sin necesidad de acidificar el medio como me-
dida preventiva contra una eventual contaminacion bac-
teriana. Asimismo, esta acidez permite que se dé cierto
grado de hidrolisis natural de algunos de los polisacaridos
presentes, sin el riesgo de que se genere furfural o 5-(hi-
droximetil) furfural (HMF) a partir de los monosacaridos
presentes. De acuerdo con Basumalick y Rohrer (2016),
existe una alta probabilidad de formacion de aldehidos a
partir de monosacaridos de cinco y seis carbonos durante
una hidroélisis acida. De igual manera, una fraccién im-
portante de la lignina podria disolverse en medio acido y
absorber en la region ultravioleta, cerca de 280 nm, por
lo que podria presentar interferencia con la determinacion
precisa del contenido de aldehidos. De acuerdo con Chi,
Zhang, Chang y Jameel (2009), se recomienda realizar
mediciones adicionales de la absorbancia a 280 nm del
extracto reducido con borohidruro de sodio, con el fin de
conocer la concentracion de lignina en el filtrado y apli-
car las correcciones necesarias.

La presencia de sistemas amortiguados en los extractos y
los diferentes grados de disociacion que pueden presentar
los acidos organicos hace necesario determinar la acidez

equivalente en el extracto acuoso ademas del valor de pH
(Skoog et al., 2016). En la figura 3 se presenta la cur-
va de titulacion correspondiente; la grafica de la primera
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10,00 3,5000
8,00 3,0000
= g
=} 2,5000 g
6,00 2.0000 <
4,00 1,5000
1,0000
2,00
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0,00 0,0000
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00
Volumen NaOH 0,1060 M (mL)

Figura 3. Primera derivada de la curva de titulacion del ex-
tracto acuoso de rastrojo de pifia con disolucion estandarizada
de hidroxido de sodio 0,1060 M. Fuente: elaboracion propia.

derivada indica claramente el punto de equivalencia qui-
mica. A partir de los datos obtenidos se puede demostrar
que la acidez del rastrojo de pifia expresada como acido
lactico (CH,CHOHCOOH) fue de 3,48% en base seca.

En el caso de que se deseara utilizar los azucares reduc-
tores de los extractos de rastrojo de pifia, para producir
acido acético o acido lactico, es necesario disponer de
un sistema amortiguador que mantenga el pH entre 5y 6
con el fin de favorecer la produccion de acetato o lacta-
to por parte de las bacterias Acetobacter o Lactobacillus,
respectivamente; esto por cuanto segiin Jay, Loessner y
Golden (2009), un nivel de acidez elevado con un pH in-
ferior a 3 seria inhibitorio para el crecimiento de estos
dos géneros. En ambos casos se requiere un aislamiento
y purificacion posterior del producto generado.

La conductividad eléctrica del extracto fue de 8,5 mS/
cm, lo cual revela una elevada presencia de iones, entre
los cuales se determinaron el calcio y los cloruros por
titulacion volumétrica y los fosfatos por espectroscopia
visible. Los resultados obtenidos fueron de 207 +4 mg%
Ca (1047 + 18 mg% Ca en base seca) y 42,7 + 4,6 mg%
P (216,1 mg% P en base seca), particularmente requeri-
dos para promover un buen crecimiento micelial (Chang
y Miles, 2004). Finalmente, el contenido de cloruros ex-
presado como cloruro de sodio fue bajo y se ubico en 0,98
+ 0,03 mg% NaCl (4,96 = 0,15 mg% NacCl en base seca),
lo cual corresponde a una salinidad reducida que no debe-
ria afectar el desarrollo micelial del hongo shiitake.
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Extraccién hidroalcohdlica

Los resultados de las pruebas de extraccion con mezclas
de agua-etanol se muestran en la figura 4. Los valores
maximos de solubilizacion se observaron al usar entre
un 40 a 60 % de etanol en la mezcla. El aumento en la
cantidad de material extraible al aumentar la concentra-
cion del etanol de 0% a 40% se debe probablemente a
que una disminucion en la polaridad del medio disolven-
te favorece la remocion de sustancias poco polares como
algunos fosfolipidos, alcoholes grasos, ceras y resinas
(Badui, 2013), las cuales podrian estar impidiendo, in-
cluso, la penetracion del agua en espacios con presencia
de compuestos hidrosolubles. Por otro lado, cuando el
porcentaje de etanol aumenta de 60% a 100 %, la can-
tidad de materia extraida disminuye debido a la menor
solubilidad de sustancias organicas polares, tales como
carbohidratos y ciertas proteinas globulares que se des-
naturalizan por el cambio en la constante dieléctrica del
medio (Badui, 2013). Esta desnaturalizacion generaria
a su vez barreras fisicas que reducirian la capacidad de
penetracion del disolvente dentro de las células vegeta-
les, pero aumentarian la capacidad de extraccion de otras
moléculas de interés como pigmentos, ciertas vitaminas
y algunos compuestos funcionales. Esta informacion
es relevante para el fraccionamiento de componentes al
aplicar procesos de biorrefineria, para la busqueda, ais-
lamiento y purificacion de moléculas biofuncionales que
permitan obtener un mayor valor agregado a partir de los
desechos de la biomasa lignocelulésica de la pifia (Clark
y Deswarte, 2014). (Ver figura 4).

Extractos acetonicos

Los resultados de la separacion de los pigmentos del ex-
tracto por medio de cromatografia de capa fina (TLC) se
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Figura 4. Efecto de la concentracion del etanol sobre el porcen-
taje de material extraible. Fuente: elaboracion propia.

muestra en las figuras SA y 5B, mientras que la figura
6 presenta los espectros de absorcion de los nueve pig-
mentos aislados por raspado de placa y redisolucion de la
banda coloreada en acetona.

"™ 9 o
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{ " ,_‘;j'A

B o TR, e

Figura 5. A. Separacion cromatografica de nueve pigmentos
en el extracto de rastrojo de pifia (cromatoplaca de silica de 25
cm X 25 cm). B. Redisolucion en acetona de los pigmentos del
rastrojo de pifia aislados. Fuente: elaboracion propia.

0,63,
0,604 408, 74nm, O81A Pigmento5 ————— Pigmento 9

ey Pigmento 4 Pigmento 8
0,551 Pigmento 3 Pigmento 7
0,504 Pigmento 2 Pigmento 6

433,110m, 0.42A Pigmento 1
0,45
; 661,25nm, 0,28A
040 7 861,73nm, 0,30A
V4
0,351 /
P
< 30  0s0m 0204 o onmn LA 651,51m, 0,12A |
3 659,90nm, 0,06A
025 380,81nm, 0,15A \ / \\\
0.20- ﬂz,?ﬁm.ﬂt‘!lﬁ: 882,000, 0,050 IJ I'\\ b
2 : XN ¥ et
., ! NN 503,05nm, 0,104 /. 653,81nm, 0,06A "\
0,15 :\ 409,08nm, 0,114 \\\ 7/ N
(X)) Sy oy Lo
0,051 oe—— —————
%%s0 400 500 600 700 750
nm

Figura 6. Espectros de absorcion de los nueve pigmentos aislados. Fuente: elaboracion propia.
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Las clorofilas se identifican porque exhiben dos bandas
principales de absorcion de la luz principales: una en el
extremo azul del espectro electromagnético (menor a 460
nm) y otra en la region roja del espectro (entre 630 y 670
nm) (UNESCO, 1966). Las mediciones se realizaron en
esta ultima region, en vista de que los carotenoides se
absorben en la region azul y causan fuerte interferencia
(AOAC 942.04 y AOAC 955.10, 2000).

Entre los pigmentos separados destacan el pigmento ni-
mero 4 que corresponde a un compuesto carotenoide con
maximos de absorcion de 433,11 nm y que presenta una
absorbancia de 0,42, relativamente alta en comparacion
con la obtenida para otros 8 pigmentos. En relacion con
las clorofilas, los mas notables fueron los pigmentos 6 y
8, con maximos de absorcion en 410,17 nm (A =0,58) y
408,74 nm (A = 0,61) en la region del azul, y maximos
de absorcion en 661,25 (A =0,28) y 661,73 nm (A =0,30),
en la region del rojo, respectivamente. Basandose en lo
discutido por Reol (2003) se deduce por los maximos de
absorcion del espectro de la figura 6, que el pigmento ni-
mero 6 corresponde a la clorofila b y que el pigmento
numero § corresponde a la clorofila a.

A medida de que las plantas de rastrojo van perdiendo su
frescura, los colores verdes van cediendo y cambiando
a colores pardos, principalmente por la acidificacion del
medio y la pérdida de un atomo de magnesio de la molé-
cula, dando lugar a la formacion de feofitinas pardas (Ba-
dui, 2013). Se sugiere a partir de este punto el desarrollo
de un método colorimétrico rapido que permita evaluar la
frescura del rastrojo y a la vez ser correlacionado con la
presencia de biomoléculas funcionales que contribuyan al
crecimiento y desarrollo del micelio de shiitake.

Asimismo, las clorofilas tienen diversas aplicaciones,
como pigmento verde natural en los alimentos y en la in-
dustria médica y farmacéutica, por lo que su extraccion y
concentracion para dichos usos como parte de un proceso
integral de biorrefineria podria aportar beneficios en rela-
cion con el aprovechamiento del rastrojo de la pifa.

Efecto de la hidrélisis quimica en el material soluble

La figura 7 permite visualizar el efecto que tiene la tem-
peratura en el tratamiento acido realizado sobre la bioma-
sa foliar del rastrojo de pifia. No se observaron diferen-
cias significativas a temperatura ambiente en presencia
o ausencia de acido sulfarico 1,0 M durante dos horas.
Sin embargo, al aumentarse la temperatura de 25°C a
100°C, se observaron efectos importantes en la solubili-
zacion del residuo insoluble, lo cual sugiere un aumento
de la cantidad de aztcares reductores y aminoacidos libres
disponibles, que podrian ser aprovechables para el creci-

miento micelial del hongo shiitake. La hidrélisis quimica
del rastrojo de pifia genera carbohidratos simples a partir
de carbohidratos complejos presentes en la muestra, es-
pecialmente, aquellos que forman parte de las estructuras
fibrosas de caracter lignoceluldsico de la biomasa (Clark
y Deswarte, 2014). Los almidones y proteinas son, tam-
bién, susceptibles a romperse en unidades de glucosa y
aminoacidos, respectivamente (Yurkanis, 2008).
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Figura 7. Efecto de la temperatura sobre el porcentaje de re-
siduos insolubles del rastrojo de pifia tratado con disolucion de
acido sulfurico 1,0 M. Fuente: elaboracion propia.

Efecto del pH y temperatura en la hidrdlisis de las
proteinas

Como se observa en la figura 8, en el rango de pH entre 5
y 7, el aumento de temperatura permite una mayor libera-
cion de aminoacidos en el medio. Sin embargo, cuando
el pH es de 3 hay un efecto inverso, debido a que la acidez
es suficiente para romper los enlaces peptidicos a tempe-
ratura ambiente sin destruccion de los aminoacidos for-
mados. Este mismo efecto puede observarse a un pH de
11. En valores de pH 1, pH 9 y pH 13 si se da un aumento
en la concentracion al incrementar la temperatura. En la
produccidn de otros hongos en medios liquidos o semiso-
lidos, Chang y Miles (2004) reportan que la presencia de
aminoacidos libres en los medios de cultivo favorecian el
crecimiento en mayor grado que una eventual suplemen-
tacion con sales de amonio como fuente de nitrogeno, y
la asparagina es el mejor aminoacido como fuente de este
elemento.

Es importante considerar que el pH natural del extracto
de rastrojo de pifia medido en esta investigacion fue de
4,05 = 0,42, bastante cercano al pH en el cual se da la
mayor produccion de aminodcidos libres a temperatura
ambiente, lo cual sugiere que se podrian formular medios
de cultivo ricos en estos nutrientes directamente con el
extracto no hidrolizado. Por otra parte, a pH 7 se da la
segunda mayor produccion de aminoacidos libres bajo la
condiciones del experimento; sin embargo, para un uso
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practico se requeriria, en una primera etapa, neutralizar el
pH del rastrojo, aplicar calor y, posteriormente, reacidifi-
car el medio hasta pH 3 o 4, lo cual seria energéticamente
desfavorable. Aminuddin, Khan y Madzlan (2013) reco-
miendan el rango de pH entre 4 y 7 para el crecimiento
micelial éptimo del hongo shiitake y Chen (2005) reco-
mienda el uso de sistemas amortiguados debido al rapido
cambio en los valores del pH de los medios en el tiempo
debido, precisamente, a la absorcion de sustancias por
parte del hongo en crecimiento y la liberacion de nuevos
metabolitos en el medio.
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Figura 8. Efecto del pH y la temperatura sobre la produccion
de aminoacidos libres a partir de la biomasa foliar de la pifa.
Fuente: elaboracion propia.

Efecto del pH y la temperatura en la produccidn de
aldehidos

Como puede apreciarse en la figura 9, la formacion de
aldehidos expresados como 5-(hidroximetil) furfural ocu-
rre, principalmente, a valores de pH muy bajos y es favo-
recida mas a temperatura ambiente que en caliente, lo que
podria indicar que el HMF experimenta transformaciones
adicionales a mayor temperatura, tal como podria ser el
caso de su oxidacion a acidos carboxilicos u otras reac-
ciones de descomposicion. De acuerdo con Chi, Zhang,
Chang y Jameel (2009), en condiciones acidas y especial-
mente a altas temperaturas, el 2-furfuraldehido (furfural)
se produce rapidamente a partir de las pentosas y el 5-(hi-
droximetil)-2-furfural (HMF) se forma facilmente a partir
de las hexosas e interfiere con la exactitud de los analisis
de carbohidratos y afecta negativamente la fermentacion
alcohdlica si las concentraciones de estos aldehidos supe-
ran cierto nivel de concentracion.

La produccion de aldehidos expresados como 5-(hidroxi-
metil) furfural (HMF), producidos a partir de la deshi-
dratacion y ciclacion de los carbohidratos presentes en
los residuos de biomasa puede representar un problema o
un beneficio, de acuerdo con el uso previsto que se ten-
ga para el rastrojo de pifia. Como indican Taherzadeh,

Figura 9. Aldehidos generados a diferentes condiciones de
pH y temperatura expresados como 5-(hidroximetil) furfural
(mg%). Fuente: elaboracion propia.

Kiklasson y Lidén (2000), en el caso de que los azucares
reductores sean destinados, posteriormente, a una fer-
mentacion controlada por medio de Saccharomyces cere-
visiae para la obtencidon de bioetanol, la presencia de al-
dehidos puede provocar la inhibicion del crecimiento, re-
produccion y comportamiento bioldgico de esta levadura.
Estos autores encontraron similares efectos en los casos
del furfural y el 5-hidroxilmetilfurfural, los cuales son
convertidos por la levadura en alcohol 5-(hidroximetil)
furfurilico formado a partir de piruvato y HMF en una
reaccion posiblemente catalizada por la enzima piruvato
descarboxilasa. Taherzadeh et al. (2000) determinaron
que la presencia de ambos compuestos en concentracio-
nes de 2 g/l o mas, puede llegar a inhibir completamente
el crecimiento de algunos hongos tales como el Saccha-
romyces cerevisiae. Se prevé que esto podria también
suceder en el caso de la propagacion micelial del hongo
shiitake.

Por otra parte, Clark y Deswarte (2014) apuntan la exis-
tencia de toda una industria centrada en la produccién y
transformacion del 5-(hidroximetil) furfural en muchos
otros compuestos de alto valor agregado, en virtud de que
sus grupos funcionales son facilmente modificables me-
diante procesos bioquimicos sencillos.

Propagacién micelial del hongo shiitake

En la tabla 3 se tabulan los resultados del crecimiento
micelial del hongo shiitake. Conforme se incrementa la
cantidad de extracto agregado en el medio elaborado, la
velocidad con que aumenta el area de micelio también au-
menta, lo cual es un indicativo de que el sustrato si cum-
ple con las caracteristicas nutricionales requeridas para el
desarrollo y crecimiento micelial. De acuerdo con Chang
y Miles (2004), una vez que los compuestos organicos
apropiados han ingresado a la célula fungica, estos pue-
den ser convertidos en azucares, polisacaridos, proteinas,
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lipidos, purinas, pirimidinas y vitaminas, entre otros, re-
queridos para las actividades vitales y las necesidades
estructurales del hongo. En la figura 10 se aproxima la
tendencia observada en el cambio de area colonizada por
el hongo con una curva polinomial de segundo orden.

En vista de que las condiciones empleadas para la obten-
cion de los extractos son las del pH natural del rastrojo
(4,05 £ 0,42) y la temperatura ambiente (23 + 2), sin ne-
cesidad de agregar otras sustancias o incorporar procesos
que requieran un consumo energético de costo elevado, se
establece un antecedente de uso para el rastrojo de pifia,
que podria impactar de manera positiva la generacion de
emprendimientos en areas socioecondmicas vulnerables,
tales como lo son las regiones de mayor cultivo de la pifia
en Costa Rica.

Asimismo, Chen (2005) encontr6 que la temperatura op-
tima para el crecimiento micelial del hongo shiitake se
encuentra entre 24 y 27°C, rangos de temperatura facil-
mente alcanzables cerca de las plantaciones de pifia, aun-
que en la etapa productiva se debe tomar precauciones
especiales en la construccion de instalaciones con este
proposito puesto que el crecimiento micelial se detiene
arriba de 34°C y muere a los 40°C. Esto es especialmente
importante para la definicion de la ubicacion geografica
de los centros productivos, debido a los altos costos invo-
lucrados en el escalamiento de procesos que requieren la
aplicacion o sustraccion de energia y el uso intensivo de
productos quimicos adicionales para alcanzar rendimien-
tos economicamente viables.

La optimizacion de las curvas de produccion micelial
deberd tomar en cuenta factores como la temperatura,
el tiempo y adicién de algunos nutrientes que muestran
Tabla 3. Crecimiento micelial del hongo shiitake en medios de

cultivo preparados con extracto de biomasa foliar del rastrojo de
pifia e incubados a 27°C durante 72 h.
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Fuente: elaboracion propia.

Figura 10. Area de crecimiento micelial del hongo shiitake en
medios de cultivo suplementados con extracto de biomasa foliar
de rastrojo de pifia (27°C, 72 h). La relacion esta dada por la
ecuacion. Area micelial (cm2) = -0,0013x2 + 0,2231x + 0,9008
(coeficiente de determinacion, R2=0,937). Fuente: claboracion
propia.

carencia en los extractos de la biomasa foliar de la pina.
Resulta especialmente importante la evaluacion de la ca-
lidad del micelio y de los futuros cuerpos fructiferos pro-
ducidos a partir de este sustrato en términos de su com-
posicion nutricional (proteinas, lipidos, carbohidratos,
vitaminas y minerales), de la concentracion de molécu-
las biofuncionales (antioxidantes, eritadenina, lentinan,
y otros polisacaridos) y de su calidad sensorial (umami,
lentionina, fibra y pigmentos).

Conclusiones y recomendaciones

1. La biomasa foliar de la planta de pina representa
alrededor del 85% de su masa total y posee la ventaja
de una menor susceptibilidad a la contaminacion con
particulas de suelo. La forma lanceolada de la hoja
permite también una limpieza y desinfeccion sencilla.
Ademas, contiene una alta proporcion de azucares re-
ductores, por lo que para efectos del cultivo del hongo
shiitake representa la mejor opciéon en comparacion
con otras partes ensayadas de la planta. Se recomien-
da por tanto recolectar la biomasa residual sin tritu-
racion ni tratamiento con herbicidas quemantes para
su aprovechamiento en las técnicas de fungicultura
propuestas.

2. Los extractos acuosos de rastrojo de pifia son ade-
cuados para la elaboracion de medios de cultivo com-
puestos empleados en la produccion de hongos shii-
take. Debe corroborarse qué sustancias se hallan en
cantidades insuficientes con el fin de enriquecer estos
medios y mejorar la produccion. Se recomienda em-
plear técnicas cromatograficas (HPLC, CG-MS) que
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permitan la identificacion y cuantificacion de cada
uno de los glucidos simples presentes en el rastrojo,
especificamente glucosa, fructosa y xilosa.

3. Bajo las condiciones experimentales empleadas
para la obtencion de extractos a partir del rastrojo de
pifia, no se evidencio la presencia de sustancias inhi-
bitorias para el crecimiento micelial del hongo, tales
como residuos de fungicidas o aldehidos en concen-
traciones nocivas. Se recomienda verificarlo por me-
dio de cromatografia de gases o utilizar solamente los
residuos de explotaciones organicas.

4. La hidrolisis de los polisacaridos y proteinas pre-
sentes en el rastrojo de pifia a moléculas mas peque-
flas como azucares reductores y aminoacidos libres
mejora la biodisponibilidad de nutrientes para el cre-
cimiento micelial del hongo shiitake. Se deben de-
terminar las condiciones experimentales de hidrélisis
quimica o enzimatica en que estos componentes se
podrian desdoblar sin destruir moléculas esenciales
que favorecen su desarrollo normal ni liberar com-
puestos como los aldehidos que podrian inhibir el cre-
cimiento de este hongo.

5. Una mayor velocidad de crecimiento no implica
necesariamente una mejora en la calidad nutricional y
organoléptica de los hongos producidos por lo que se
recomienda continuar el estudio en las etapas subsi-
guientes determinar la composicion quimica y el per-
fil sensorial de los hongos cosechados.

Quedan aun muchos aspectos por evaluar ¢ identificar
con el fin de generar un paquete tecnologico para la pro-
duccion de hongos shiitake, que pueda ser aprovechado
y reproducido por pobladores locales de las regiones
del pais donde se cultiva la pifla. Se recomienda con-
tinuar con un enfoque integral en donde se revisen as-
pectos econdmicos y administrativos para la promocion
de los resultados de este ensayo en la creacion de em-
prendimientos y a la vez se vayan definiendo estrategias
de promocién que aumenten la demanda del hongo en el
mercado nacional sustentadas en sus beneficios medici-
nales, nutricionales y organolépticos. Por el momento, se
logra con esta investigacion establecer que los extractos
obtenidos del rastrojo de pina de la Region Huetar Norte
son aprovechables en la etapa de propagacion micelial in
vitro del hongo shiitake.
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