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Abstract

The aim of this work was to determine the best conditions for the growth of the edible mushroom
Pleurotus ostreatus. The variables investigated were: type of strain, type of solid substrate and particles
size. In the first instance two local strains were tested resulting best the strain CEBA-GLIIE-010106, based
on the linear growth rate. The growth rate for this strain was of 0,583 mm/h. In the second variable three
wastes were considered: the whole plant of bean, the stalk part of the banana plant and sugarcane bagasse,
all produced in Ecuador. The particle size was investigated from 6 to 9 mm. As response variables three
variables were chosen: Productivity, the bio-conversion and the unit cost of raw materials. According to the
statistical analysis it was demonstrated that for the three response variables there is no significant differ-
ence for the particle size in the range studied and that the best solid substrate for the growth is the waste
from the harvest of bean, with bioconversion of 12,83% and productivity of 0,51 g  mushroom kg™ .
d™ and unit cost of raw materials of 39,67 $/kg . .

substrate
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Crecimiento de Pleurotus ostreatus en residuos
agroindustriales no suplementados

Resumen

El objetivo de este trabajo fue determinar las mejores condiciones para el crecimiento del hongo
comestible Pleurotus ostreatus. Las variables investigadas fueron: tipo cepa, tipo de substrato sélido y
tamano de particulas. En el primer caso fueron analizadas dos cepas locales y en base a la velocidad de
crecimiento lineal se eligi6 a la cepa CEBA-GLIIE-010106. Esta cepa exhibié una velocidad de 0,583 mm/h,
creciendo en medio rico. En las otras dos variables fueron analizados tres niveles: residuos de frijol, resi-
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duos de platano y bagazo de cana; todos producidos en el Ecuador. El tamafio de particula fue investigado
a 6 a 9 mm. Fueron escogidas como variables respuestas: la productividad, la bioconversién y el costo
unitario de materias primas. El analisis estadistico demostré que no existe diferencia significativa entre
los tamanos de particula en el rango investigado y que el mejor substrato para el crecimiento es el residuo

de fréjol, con una bioconversién de 12,83%, una productividad de 0,51 g ., o
unitario de las materias primas de 39,67 $/kg ., o

1 -1
kg MS sustrato inicial d y costo

Palabras clave: Pleurotus ostreatus, residuos agroindustriales, Fermentacion en Estado Sélido,

hongos comestibles.

Introduccion

Los procesos de Fermentacién en Esta-
do Sdlido (FES) han sido utilizados desde hace
siglos para la preparacién de alimentos [1]. El
disefio de estos procesos requiere del conoci-
miento de ciertos factores asociados a las nece-
sidades del crecimiento del microorganismo: la
cantidad y tipo de nutrientes, la influencia de la
actividad del agua, de la temperatura y el pH, por
citar los mas reportados [2]. Problemas como el
crecimiento limitado de la biomasa, sobrecalen-
tamiento del medio y bajos rendimientos en base
al consumo de las materias primas y a la sintesis
de productos son algunas de las consecuencias
que se derivan de disefios basados en conoci-
miento limitado del sistema. Estas deficiencias
pudieran afectar significativamente la viabilidad
econémica del proceso, aun cuando se parta de
materias primas baratas, como son la mayoria
de los residuos agroindustriales. Entre los resi-
duos lignocelulésicos susceptibles de ser utiliza-
dos en la fermentacién en estado sélido y desta-
cados en la bibliografia se destacan: la alfalfa, la
paja de cebada y arroz, los residuos de frijol, los
pastos, el tamo de trigo, los residuos del maiz, el
aserrin de madera, residuos de algodoén, de gi-
rasol, de cacao, de café, del bagazo de cafa, los
residuos del platano, de la soya, de la papa y los
residuos de flores [3-6]. Todos estos se produ-
cen en volimenes notables, no compiten con la
alimentacién humana y en ocasiones producen
efectos ambientales indeseados. Esos materiales
deben ser objeto de pretratamientos fisicos y qui-
micos, como la molienda, la explosién con vapor,
asi como su digestion acida o basica con vistas
a mejorar las caracteristicas relacionadas con la
porosidad del sustrato, su capacidad de reten-
cién de agua y nutrientes, asi como la accesibi-
lidad a la celulosa y hemicelulosas, al romperse
el sello que impone la lignina [7]. En Ecuador, la
superficie cultivada de banano, cana de azticar y

frijol, es de 180 331 ha; 82 749 hay 24 379 ha,
respectivamente. Son cultivos que se cosechan
todo el ano alcanzando una produccién de 5 274
232 t de bananos; 5 402 376 t de cafna de azucar
y 13 805 t de frijol [8]. Actualmente en Ecuador
no existe ningan tipo de manejo adecuado para
la disposicion final de los residuos generados en
estas producciones por lo que se realiza frecuen-
temente de forma inapropiada. Esto indica la
existencia de un gran potencial contaminante y,
al mismo tiempo, la posibilidad de su aprovecha-
miento con mejores fines.

En la estructura de estos residuos agrico-
las encontramos principalmente celulosa, lignina
y hemicelulosa. Adicionalmente se hallan ciertas
cantidades de proteina, grasa, fibra, calcio, f6s-
foro, nitrégeno y potasio [4]. Esta composicion
es la base para la produccién de biomasa de los
hongos comestibles. Sin embargo, dadas las ca-
racteristicas de cada residuo y las demandas de
cada cepa, no siempre se consigue un aprovecha-
miento eficiente. Ante la disponibilidad de diver-
sos residuos agroindustriales, es necesario pro-
bar la aceptacién que para el crecimiento tiene
cada uno ante las cepas disponibles. Otro factor
que ha sido sefialado clave para el crecimiento de
macromicetos es el tamano de particula [9, 10],
el cual mientras mas pequeno tiende a dar mayor
area para el contacto entre la hifa y la particula.
Cuando es demasiado pequeno tiende a producir
apelmazamientos que dan como resultado todo lo
contrario. Para procesos de fermentacién sélida el
tamano de particula reportado es variable y llega
hasta 12 mm [11, 12], siendo mas frecuente entre
2 mm Yy 6 mm.

La biodiversidad ecuatoriana es muy rica
debido a los diferentes climas que se hallan en
su geografia y auin estan por estudiar en bue-
na parte. En la Sierra Oriental ecuatoriana hay
numerosas cepas de hongos comestibles nati-
vos. En el Centro Ecuatoriano de Biotecnologia
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Ambiental (CEBA) se dispone de dos cepas de
Pleurotus ostreatus aisladas previamente de la
Sierra con el objetivo de aprovecharlas en la pro-
duccién de proteinas para el consumo humano.
De éstas se desea seleccionar la mas productiva,
en el contexto de los residuos disponibles en el
Ecuador. Por eso, el objetivo de este trabajo es
crear las bases de un sistema productivo a través
de la seleccién de la cepa, el residuo y el tamano
de particulas que mayor eficacia muestran en la
conversiéon de residuos lignocelulésicos en bio-
masa comestible.

Materiales y métodos

Estrategia experimental

El trabajo se realizé6 en dos etapas. En la
primera se seleccioné la cepa que tiene mayor
potencial de crecimiento en un medio rico. Poste-
riormente se probd esta cepa ante la presencia de
diferentes residuos agroindustriales troceados a
diferentes tamanos de particulas con vistas a ele-
gir la mejor opcién. A la primera etapa se le llamé
“Experimento 1” y a la segunda, “Experimento 2”.

Microorganismos

Se utilizaron las cepas: CEBA-GLIIE-010105
(Cepa 1) y CEBA-GLIIE-010106 (Cepa 2) de Pleu-
rotus ostreatus, aisladas previamente de la sierra
ecuatoriana en la provincia de Imbabura. Estas
cepas fueron identificadas en la Universidad Cen-
tral de Ecuador y depositadas en la coleccién de
cultivos del CEBA. El cultivo puro se multiplic6 en
placas Petri con Extracto Malta-Agar de OXOID. El
in6culo se prepar6 siguiendo la metodologia des-
crita por Stamets [4].

Sustratos

Para la seleccion de la mejor cepa (Experi-
mento 1) se utilizé un medio rico basado en agar-
extracto de malta (MEA) proporcionado por la
empresa FUNGI PERFECTI. Su preparacién se
hizo siguiendo la técnica de Stamets [13]. En el
Experimento 2 se usaron tres tipos de residuos
lignoceluldsicos sin otros suplementos nutriti-
vos. Los residuos de frijol del género Phaseolus
vulgaris, cosechados en Ecuador procedentes de
la comunidad afro-ecuatoriana “La Concepcion”,

provincia del Carchi. De este residuo se toma la
planta integral, incluyendo las vainas una vez reti-
rado el frijol. El tallo del platano del género Musa
paradisiaca fue escogido como segundo residuo.
Este material fue recolectado en la comunidad de
“Getsemani”, ciudad de Ibarra. Los residuos de la
cana de azucar (el bagazo) del género Saccharum,
procedentes de la empresa Ingenio Azucarero del
Norte (IANCEM) de la ciudad de Ibarra. Los resi-
duos se trocearon utilizando la maquina picado-
ra PENAGOS PE800 de fabricaciéon colombiana.
Luego de picados se procedié a secarlos al sol. A
las muestras de los residuos secados se les prac-
ticé un analisis de humedad residual, con el fin
posterior de ajustarla en el medio.

Métodos analiticos

La velocidad de crecimiento promedio fue
calculada midiendo el diametro de las colonias
en la placa, divido por el tiempo de cultivo. La
biomasa seca del hongo y la materia seca del sus-
trato inicial se determinaron secando 10g a 105°C
hasta peso constante. El tiempo de aparicién del
primordio y el tiempo en el que se debe hacer la
primera cosecha fueron anotados también. Sélo
se realizé una cosecha, cuando el tamaio el cuer-
po fructifero alcanzaba 6 cm como promedio en
la bolsa.

Estimacion de los criterios de efectividad

La mejor cepa se seleccioné en base a la ve-
locidad de crecimiento promedio; r, (mm/h). La
medicién del crecimiento del micelio se realiz6
con una cinta métrica directamente sobre la placa
Petri previamente marcada. La velocidad se cal-
cul6 dividiendo el crecimiento al final del cultivo
por el tiempo transcurrido. La eleccién del tipo de
sustrato y tamano de particula se hizo en base a la
bioconversién de la masa seca del sustrato (BC),
la productividad de la biomasa (PEB) y el costo
unitario parcial de la biomasa (CUB). Este costo
se calcula s6lo para las materias primas. Como
normalmente este costo representa una alta por-
cién del costo total de un producto en la industria
quimica y biotecnolégica [14] y, teniendo en cuen-
ta lo facil de su determinacién en la fase inicial del
desarrollo de la tecnologia, se decidi6 emplearlo
como indicador de eficiencia econoémica de los
tratamientos. Esta variable econémica como se

Rev. Téc. Ing. Univ. Zulia. Vol. 38, No. 1, 2015



44

Pineda-Insuasti y col.

basa en el contexto local de precios, aunque es
de gran importancia para la futura insercién de la
tecnologia en la practica, tiene el inconveniente de
que no puede generalizarse pues en otras regio-
nes la correlacién de precios puede ser diferente
y es posible a que se llegue a otro resultado. No
obstante, debido a la necesidad de aprovechar los
recursos locales se recomienda analizar los resul-
tados segun corresponda a cada pais. Estas varia-
bles se calcularon tal como sigue:

BC = Masr (1)
MMSO

pp-BC 2)
TF

CUB = % (3)

(Mg / 1000)

donde BC: bioconversién de la masa seca de sus-
o L .
trato inicial, (g . 1o o kg s sustrate)- Mpepe: Masa

BSF
seca final cosechada del hongo, (g). M, . ,: masa de

MSO*®
sustrato seco inicial, (kg). PB: Productividad del
hongo [g MS de hongo glMS inicial se sustrato hﬁl)' TF: Tiem-
po de fermentacién, (dia). CUB: Costo unitario de
materias primas (8 kg ¢ ,.,.)- Cypt COsto de las
materias primas empleadas en el medio de cultivo

(8).

Los precios de adquisicién de los residuos
estudiados fueron: Bagazo de cana; 150 $/t; resi-
duos de fréjol; 100 $/t y residuos de banano; 50
$/t. En el caso del bagazo, el precio utilizado es
el de venta que usa el central azucarero JANCEN
de la ciudad de Ibarra que lo vende para diversos
usos. Los residuos de banano y de frijol no tienen
precio de venta oficial por lo que se decidi6 asig-
narles como precio los gastos de transportacion
promedios.

Disefno experimental y tratamiento
estadistico

En la seleccién de la mejor cepa se estudia-
ron dos tipos de cepas: CEBA-GLIIE-010105 y
CEBA-GLIIE-010106 de Pleurotus ostreatus. Se
us6 un disefio completamente al azar, con 5 répli-
cas por tratamiento para un total de 10 corridas.
El experimento fue realizado en un solo bloque.
La mejor cepa se eligié haciendo uso de un anali-
sis de varianza y la prueba de diferencia minima

de Fisher (LSD) con el paquete estadistico STAT-
GRAPHIS®, Centurién XV, version 15.2.05. En el
estudio de los sustratos se tuvo en cuanta el tipo
de substrato, con tres niveles, correspondientes
a los substratos antes descritos y el tamano de
particula con dos niveles; 6 y 9 mm. En el estu-
dio de los sustratos se eligié un disefio en bloques
completos al azar 3X2, con tres réplicas por tra-
tamiento, para un total de 18 experimentos. Se
aplic6 un analisis de varianza con dos factores,
asi como la prueba de LSD de Fisher, empleando
el paquete estadistico antes mencionado.

En la seleccién inicial de cepas se usé como
unidad experimental una placa Petri de 100x15
mm, con un volumen tutil de 10 mL, mientras que
en el segundo experimento se usaron bolsas plas-
ticas de 500 g de capacidad (unidad experimen-
tal).

Procedimiento experimental

En el primer experimento se preparoé el me-
dio de cultivo diluyendo 50 g de agar extracto de
malta en 1000 mL de agua. Se esteriliz6 a 121°C
y 15 psi por un tiempo de 15 minutos. E1 medio
esterilizado se sirvi6 en las placas Petri y luego se
inocul6 con la cepa en el centro de la placa. Las
placas sembradas se colocaron en la incubadora
y se le ajusté la temperatura a 20°C. Pasados siete
dias (168 h) se realiz6é la medicién de crecimien-
to lineal del micelio. En el segundo experimento
los substratos colocados en las bolsas se pasteu-
rizaron en un esterilizador de presion ALL AME-
RICAN, a 0,2 MPa por un tiempo de 30 min. La
inoculacién del substrato se realizé con 50 g de
in6culo cuando hubo alcanzado la temperatura
ambiente. El in6culo de micelio (semilla) del hon-
go fue mezclado homogéneamente con la masa del
residuo estéril, ajustandose su materia seca 20%.
Las bolsas se colocaron en la camara de coloni-
zacién y se ajustan los parametros de operacion
a: temperatura del aire; 20°C y humedad relati-
va; 90%. Se sigui6 el desarrollo del crecimiento,
anotando en cada caso el dia en que apareci6 el
primer brote del cuerpo fructifero (primordio) y el
tiempo en el que se realizaba la primera cosecha.
La cosecha de biomasa se realizé al final del tra-
tamiento, cortando el cuerpo fructifero en la base
y pesandolo recién colectado para luego determi-
narle su materia seca.
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Resultados y discusion

Experimento 1. Seleccion de cepas

Comparacion de las medias de r, para las
dos cepas: en la Tabla 1 se muestran los resulta-
dos de la medicién de la velocidad de crecimiento
de ambas cepas, segun el orden de ejecucion de
cada corrida experimental.

Estos resultados en la velocidad de creci-
miento lineal son elevados pues, si se comparan
con los reportados por varios autores en diferen-
tes anos y partes del mundo [15-24], en cepas
semejantes, resultan estar por encima de todos.
Este resultado es debido probablemente a que el
medio empleado en esos reportes no es tan rico
para el crecimiento como el empleado aqui. No
obstante, este experimento revela que estas dos
cepas tienen un buen potencial para su explota-
cién comercial en cuanto a este indicador.

A estos resultados se les aplicé posterior-
mente un analisis de varianza cuyos resultados se
muestran en la Tabla 2.

Como el valor-p de la prueba-F es menor
que 0,01, existe una diferencia estadisticamente
significativa entre la media de r, de una cepa y
de la otra, con un nivel superior al 99,0% de con-
fianza.

Los resultados de la aplicacion del procedi-

miento de la diferencia minima significativa (LSD)
de Fisher, se ofrecen en la Tabla 3. Segun esta ta-

Tabla 1
Resultados del crecimiento de las cepas
en medio rico

Orden de Crecimiento ry

Ejecucién radial (mm) (mmy/h)
1 2 100 0,595
2 2 97 0,577
3 1 86 0,512
4 1 87 0,518
5 2 98 0,583
6 2 97 0,577
7 1 85 0,506
8 1 86 0,512
9 1 87 0,518
10 2 98 0,583

bla se puede afirmar con un 95% de confianza que
la velocidad de crecimiento de la cepa 2 es esta-
disticamente superior a la de la Cepa 1.

De esta manera quedd definido que el Ex-
perimento 2 fuera realizado utilizando la Cepa 2
como candidato para la futura produccién de bio-
masa proteica de este hongo.

Experimento 2. Analisis de los sustratos

En la Figura 1 se representan los tiempos
de aparicién del primordio y de la primera cose-
cha para cada uno de los tratamientos. Estas dos

Tabla 2
Analisis de varianza realizado a la velocidad de crecimiento celular
Fuente Suma de Cuadrados GL Cuadrado Medio Razo6n-F Valor-p
Entre grupos 0,0121801 1 0,0121801 307,58 0,0000
Intra grupos 0,0003168 8 0,0000396
Total (Corr.) 0,0124969 9
Tabla 3
Pruebas diferencia minima significativa (LSD) para r, por cepa
Cepa Réplicas Media Grupos Homogéneos
1 5 0,514 X
2 5 0,584 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
1-2 * -0,07 0,0108161

* indica una diferencia significativa.
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Figura 1. Tiempo de formacién del primordio
y de cosecha para cada substrato.

variables, mientras mas pequenas sean, mejor el
tratamiento, debido a que estan en relacién direc-
ta con la productividad del proceso.

En estas mediciones el tamano de particulas
no influy6 en producir diferencias, por lo que se
decidio6 representar sélo las medias para la varia-
ble tipo de substrato. Se observa que los mejores
resultados se alcanzan para el bagazo de cana y
el frijol.

En la Tabla 4 se muestran los resultados
calculados para las variables BC, PEB y CUB en
cada uno de los tratamientos aplicados.

En la Tabla 5 se muestra el analisis de va-
rianza realizado a las tres variables respuestas:
BC, PEB y CUB. Segun éste, el tamano de particu-
la no ejerce ningun efecto significativo en ninguna
de las tres variables, en el rango investigado para
este factor. En cambio, la influencia del tipo de
substrato es altamente significativa en todos los
casos, con un nivel de significacion inferior al 5%.
Los resultados de la prueba de la diferencia mi-
nima significativa (LSD) de Fisher se muestran a
continuacién en la Tabla 5, en la que se muestran
los grupos homogéneos que hacen notar la dife-
renciacién del frijol en todos los casos.

Las diferencias estadisticamente significati-
vas se muestran en la Tabla 6. En cuanto a la bio-
conversion (BC), término que se puede interpretar
como indicador de eficacia, se observa en todos
los casos que para el frijol se logran los mejores
resultados, mientras que entre el bagazo y la ba-
nana no son significativas las diferencias.

En cuanto a la productividad de la biomasa,
indicador de la eficiencia del aprovechamiento del
tiempo y el espacio en la Tabla 7, la banana es la
que peores resultados muestra, aunque la ligera

Tabla 4
Resultados experimentales del contraste de substratos y tamafnos de particula usando la cepa 2
Trata- Tipo de  Tamano de BC PB CUB
miento suStrato Corte (mm) (g MS hongo kgl MS Sustrato] (g MS hongo kgl MS Sustrato dia*l) ($ l{gglMS homzo)

1 Bagazo 6 10 0,48 7,50

2 Bagazo 6 4 0,19 18,75

3 Bagazo 6 6 0,29 12,50

4 Bagazo 9 13 0,62 5,77

5 Bagazo 9 12 0,57 6,25

6 Bagazo 9 9 0,43 8,33

7 Frijol 6 16 0.64 3,13

8 Frijol 6 14 0,56 3,57

9 Frijol 6 11 0,44 4,55
10 Frijol 9 11 0,44 4,55
11 Frijol 9 13 0,52 3,85
12 Frijol 9 12 0,48 4,17
13 Banana 6 11 0,37 2,27
14 Banana 6 10 0,33 2,50
15 Banana 6 11 0,37 2,27
16 Banana 9 7 0,23 3,57
17 Banana 9 8 0,27 3,13
18 Banana 9 6 0,2 4,17
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Tabla 5
Anadlisis de varianza para los efectos del tipo de substrato y el tamafo de particula
sobre la bioconversion
Variable  Fuente de variabilidad Suma de Cuadrados GL Cuadrado Medio Razén-F  Valor-P
A:Tipo de substrato 61,4444 2 30,7222 4,24 0,0363
B:Tamafo de particula 0,222222 1 0,222222 0,03 0,8635
BC Residuos 101,444 14 7,24603
Total (Corregido) 163,111 17
A:Tipo de sustrato 0,145678 2 0,0728389 5,33 0,0190
PEB B:Tamano de particula 0,00045 1 0,00045 0,03 0,8586
Residuos 0,191433 14 0,0136738
Total (Corregido) 0,337561 17
A:Tipo de sustrato 165,346 2 82,6728 9,76 0,0022
CUB B:Tamarno de particula 9,75347 1 9,75347 1,15 0,3013
Residuos 118,536 14 8,46688
Total (Corregido) 293,635 17

Nota: Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual.

Tabla 6

Resultados de la Aplicacién del método de diferencia minima a las variables respuestas

Variable Tipo de substrato = Casos Media LS Sigma LS Grupos Homogéneos
Banana 6 8,833 1,0989 X
BC Bagazo 6 9,000 1,0989 X
Frijol 6 12,833 1,0989 XX
Banana 6 0,295 0,0477 X
PEB Bagazo 6 0,430 0,0477 XX
Frijol 6 0,513 0,0477 XX
Banana 6 2,985 1,1879 X
CUB Frijol 6 3,970 1,1879 X
Bagazo 6 9,850 1,1879 XX
Tabla 7
Significacion de las diferencias para un 95% de confianza
Variables Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
Bagazo - Banana 0,1667 3,3333
BC Bagazo - Frijol * -3,8333 3,3333
Banana - Frijol * -4,0000 3,3333
Bagazo - Banana 0,1350 0,1448
PEB Bagazo - Frijol -0,0833 0,1448
Banana - Frijol * -0,2183 0,1448
Bagazo - Banana * 6.8650 3.6032
CUB Bagazo - Frijol * 5,8800 3,6032
Banana - Frijol -0,9850 3,6032

Nota: * indica una diferencia significativa.
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ventaja del bagazo sobre ésta no es significativa.
Es el frijol el substrato que exhibe los mejores re-
sultados de forma significativa respecto a la ba-
nana, aunque no llega a conseguir igual ventaja
sobre el bagazo.

En el costo de las materias primas para la
biomasa producida (CUB), indicador de eficiencia
econdmica, el resultado es algo diferente pues el
bagazo resulta en el dltimo lugar, principalmen-
te debido a su precio de adquisicién que se di-
ferencia notablemente de los demas substratos.
En cuanto a la banana y al frijol las diferencias
no son significativas, aunque la banana resulto li-
geramente inferior en este indicador. Ponderando
estas tres variables es evidente que los residuos
del frijol han dado los mejores resultados: mejor
bioconversién, mejor productividad y menor cos-
to de materias primas. Asi pues, se eligi6 el frijol
como substrato a emplear en la tecnologia que se
desarrolla para la produccién de biomasa protei-
ca de la cepa local del basidiomiceto Pleurotus
ostreatus. En relacién a los otros dos residuos,
los resultados de su empleo en otro contexto de-
penderan del precio de ambos pues técnicamente
no muestran grandes diferencias.

Conclusiones

Los resultados indican que la cepa 2, iden-
tificada como CEBA-GLIIE-010106 mostroé resul-
tados superiores a la cepa 1, con un potencial de
velocidad de crecimiento en el entorno superior
de lo que se ha reportado en la literatura para
cepas comerciales. Esta cepa crece en residuos
agroindustriales ecuatorianos mostrando que el
tamano de particula no muestra diferencias signi-
ficativas en el rango estudiado de 6 mm a 9 mm.
El tipo de substrato si resulté determinante en los
indicadores de calidad del crecimiento, siendo los
residuos de frijol donde se expresaron los mejo-
res resultados aunque en cuanto a costo debe te-
nerse en cuenta
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