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RESUMEN
Los hongos han formado parte importante en la existencia de diversas culturas o sociedades,
este es el caso de especies correspondientes al género Ganoderma, las cuales se destacan
por sus multiples metabolitos secundarios que han sido objeto de estudio en los Ultimos
afios. La especie Ganoderma curtisii, es considerada por algunos investigadores como una
especie equivalente con Ganoderma lucidum, esto, en gran medida se debe a las
propiedades farmacoldgicas que posee. En el presente trabajo, se propuso desarrollar un
esquema de produccion de los metabolitos secundarios de dicho hongo, especificamente,

polisacaridos extracelulares.

Por consiguiente, se optd por desarrollar cinéticas de crecimiento bajo dos diferentes
planteamientos, uno de ellos fue realizar los bioensayos a nivel matraz con determinadas
condiciones de cultivo, mientras que, la otra a nivel biorreactor tipo tanque agitado. Las
condiciones de cultivo para el desarrollo de estos bioensayos fueron temperatura 25°C, 30°C
y 35°C, dos fuentes de carbono (malta 3% vy cereal 2%), y una agitacion orbital de 200 rpm.
Tanto para matraz como biorreactor se cuantifico la cantidad de biomasa producida como

también los exopolisacaridos excretados al medio.

Los resultados obtenidos bajo estas condiciones a nivel matraz a 25°C fueron, biomasa
(Xmax)= 4.7 g/L, exopolisacaridos (Pmax)= 6.09 g/L cuyo rendimiento fue 1.29 mg P/g B. En
el bioensayo a nivel matraz a 30°C se obtuvo, biomasa (Xmax)= 5.9 g/L y exopolisacaridos
(Pmax)= 6.1 g/L cuyo rendimiento fue 1.03 mg P/g B. En contraparte, los resultados que se
obtuvieron a nivel biorreactor tanque agitado, fueron los siguientes, biorreactor 25°C,
biomasa (Xmax)=12.76 g/L y exopolisacaridos (Pmax)= 2.72 g/L cuyo rendimiento fue 0.21
mg P/g B. En la segunda caracterizacién del cultivo, se obtuvo, biomasa (Xmax)=9.22 g/Ly
(Pmax)= 2.9 g/L cuyo rendimiento fue 0.31 mg P/g B. Los bioensayos a 30°C tuvieron una
biomasa (Xmax)=10.2 g/Ly exopolisacaridos (Pmax)= 6.4 g/L cuyo rendimiento fue 0.62 mg
P/g B. En la segunda caracterizacién a 30°C se obtuvo, biomasa (Xmax)= 12.38 g/L y

exopolisacaridos (Pmax)= 5.8 g/L cuyo rendimiento fue 0.46 mg P/g B.



1. INTRODUCCION
Hoy en dia, los problemas de salud publica representan un serio inconveniente para el erario
de cualquier nacién, de entre esos destacan las enfermedades cardiovasculares,
neurodegenerativas y el cancer, las cuales juntas alcanzan los 15 millones de casos, es decir
equivalen al 26.5% de defunciones, de un total de 56.6 millones de fallecimientos registradas
a nivel mundial en este afio. Tal problema ha sido constante durante los Ultimos 15 afios.

(OMS, 2017).

En México, al igual que en el mundo, las enfermedades que principalmente predisponen
mortalidad son las enfermedades cardiovasculares con valores de 60,670; diabetes mellitus
50,882; tumores malignos 40,612 (de mama 6, 273, del cuello del utero 4,009, del higado y
de las vias biliares 3,245) y las enfermedades neurodegenerativas con 17,595 decesos de un

total de 291, 637 muertes registradas este afio. (INEGI, 2017).

Existen incontables tratamientos convencionales por via de medios farmacolégicos o en
algunos casos quirurgicos cuyo proposito sea la curacion o el alivio de tales enfermedades,
sin embargo, en ocasiones no siempre se logra obtener buenos resultados bajo estos

esquemas habituales y es necesario recurrir a nuevas opciones.

La medicina tradicional ha estado intimamente relacionada con el crecimiento cultural a lo
largo de la historia de muchas sociedades, en gran parte, esto se debe a los multiples
conocimientos ancestrales que se han resguardado generacion tras generacién con gran
trascendencia en sabiduria. En la medicina tradicional china, se tienen reportes de una
multiple cantidad de técnicas y sustancias organicas para contrarrestar, curar o prevenir
enfermedades de numerosas etiologias. Los hongos de un sinfin de especies, conforman una

parte importe de ese universo de conocimientos.

En el mundo existen innumerables especies del género Ganoderma, pero la especie

Ganoderma curtisii es sin duda, una potencial especie de estudio debido a los diferentes
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metabolitos secundarios que se han encontrado que es equiparable con la especie

Ganoderma lucidum (Cao, Y., et al., 2012).

El género Ganoderma constituye un grupo de hongos basidiomicetes del orden
aphyllophorales, saprofitos, habitantes de los bosques y selvas (creciendo sobre troncos
muertos), con multiples metabolitos de interés medicinal y con mas de 200 especies

descritas. (Lopez-Pefia et al., 2016).

Este género posee multiples metabolitos bioactivos de interés, de entre los cuales, destacan
los acidos ganodericos (AGs), proteinas, triterpenos, multiples polisacaridos y otros
compuestos activos. Dichos componentes tienen diversos principios farmacoldgicos como
son antimicrobiano, antiviral, antitumoral, antialergénico, antinflamatorio y como
inmunomodulador (Hu et al., 2017). El uso de hongos del género Ganoderma y su aplicacion
medicinal ha sido reportado por afios dentro de la medicina tradicional china, entre ellas,
sobresalen las infusiones de este hongo que se realizan con partes del cuerpo fructifero.
Tales infusiones representan una, -si bien no la Unica-, técnica de obtencion de los
metabolitos bioactivos, pues a causa de esto, la naturaleza de dichos metabolitos se

mantienen estables y con amplia disposicién para el adecuado uso.

La obtencién de metabolitos bioactivos de interés con enfoque medicinal, a partir de técnicas
con el uso de biotecnologia, otorga una alternativa sustancial dentro del dmbito tanto
cientifico como socioecondmico, puesto que, tanto la industria (como proveedora del
recurso) como la sociedad (consumidora del recurso) se ven beneficiadas con la explotacién

adecuada de estos derivados fungicos.

En la actualidad, existen incalculables productos en el mercado que aseveran tener la cura
para un sinfin de enfermedades, la realidad es, que tales productos no siempre resultan ser
lo que predisponen sus etiquetas, y en muchas ocasiones pueden resultar mas dafiinos que

benéficos. Para ello, es necesario plantear estrategias de eficiencia para la produccion,
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distribucién y adecuado medicacién de un producto, que ademas garantice certeza mediante

el aval cientifico, y se encuentre al alcance de cualquier sector de la sociedad.

La forma mas convencional de cultivar esta especie es por medio el uso de sustratos solidos
qgue son producto de derivados agroforestales. Se tienen reportes de este tipo de técnicas
que basicamente consisten en la inoculacion de la cepa en bolsas de cultivo para la

proliferacion de los cuerpos fructiferos.

Recientemente, otro tipo de técnica que se estd empleando es el uso de sistemas de cultivo
en medio sumergido, este consiste en la proliferaciéon de fases miceliales en medios
enriquecidos de nutrientes, los metabolitos bioactivos se obtienen en el propio medio.
Ambas técnicas representan formas de produccion, sin en cambio, se propone mejorar los
rendimientos obtenidos a través el uso de herramienta biotecnoldgica para alcanzar
rendimientos dptimos y estandarizados en el proceso de produccion de los metabolitos de

esta especie por medio de biorreactor (tanque agitado).

El propdsito de este proyecto esta encaminado a la obtencién de mejores rendimientos en
el proceso de produccién de metabolitos bioactivos, del cultivo de micelio del hongo

Ganoderma curtisii.
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2. ANTECEDENTES
En la actualidad, existen innumerables hongos con fines de uso medicinal y/o comestible que
han sido sometidos al cultivo artificial de gran escala, uno de estos, es Ganoderma lucidum.
Sin embargo, en México la produccidn e industrializacion de este hongo, como de especies
afines aun es limitada y escasa. En contraste, al grupo de hongos medicinales, se debe en
gran medida sus propiedades terapéuticas a multiples componentes celulares y metabolitos
secundarios, dichos productos se han encontrado e identificado tanto en cuerpo fructifero

como en cultivo de fases miceliales de los hongos. (Nufiez-Urquiza, 2017)

El cultivo liquido de fases miceliales a partir de biorreactor, representa una de las mas
Optimas alternativas de produccién de hongos medicinales, esto en gran medida se debe a
las facilidades que ofrece en cuanto al rendimiento, tiempo y costos de una produccion
estandarizada. De acuerdo a Feng, Nagal e lkekawa (2001), entre el 80 al 85% de los
derivados fungicos de hongos medicinales se obtienen a partir de cuerpos fructiferos
(basidiomas), los cuales han sido producidos artificialmente o recolectados en el medio

silvestre. Solamente el 15% se obtiene a partir del micelio y del medio de cultivo.

Los trabajos existentes de cultivos sumergidos como ejemplos tenemos a Papinutti (2010)
quien demostrd que con 6% de malta y 4% glucosa se podian obtener grandes cantidades de
biomasa en una fermentacion. La biomasa producida fue de 15 g/L al dia 21.
Papinutti (2010), de igual forma, demostrd que las condiciones regulares de la fuente de
carbono podian ser de glucosa 1% y malta 1% cuyos resultados de biomasa vy
exopolisacaridos producidos fueron 4.32 g/L y 2.2 g/L, respectivamente. Ambos trabajos

fueron realizados a nivel matraz.

Huang et al., (2009), utilizaron como fuente de carbono alterna aceite de maiz al 2%, los
resultados que obtuvieron de biomasa fue de 12.9 g/L, mientras que, de exopolisacaridos
fue de 1.03 g/L. La investigacién fue llevada a cabo en matraz Erlenmeyer con 50% de

capacidad volumétrica.

Optimizacién en el proceso de producciéon de polisacaridos de Ganoderma curtisii



La eficacia del uso de biorreactor para la produccién de exopolisacdridos a partir de micelio
de Ganoderma lucidum se observa claramente manifestado en el trabajo de Min-Lee, Young-
lee y Yong-lee, esto llevado a cabo en 1999. Como una referencia importante se considera a
dicho trabajo dentro del presente proyecto, a causa que, Min-Lee concluyeron que las
condiciones dptimas ofrecidas por el biorreactor magnificaban la eficacia productiva de los

metabolitos activos (exopolisacaridos).

Otro ejemplo, encontrado dentro de la literatura lo reportan Choi, Maeng, Dingy Cha (2007),
quienes estudiaron al hongo Fomiptosis pinicola a partir de sus fases miceliales mediante el
uso de biorreactor air-lift, donde de igual forma comprobaron la eficacia de produccion de
metabolitos activos (exopolisacaridos) a partir del crecimiento micelial. La produccién de
exopolisacaridos fue 2.6 g/L con una biomasa de 7.9 g/L. Ellos al igual que Min-Lee et al.,
(1999) definen acertadamente que las condiciones dptimas del biorreactor air-lift magnifican
considerablemente la produccion de masa micelial y, por ende, metabolitos bioldgicamente

activos.

Berovic et al., (2015) obtuvieron de la cepa Ganoderma lucidum 1.7 g/L de exopolisacaridos
con una alta produccion de biomasa (17 g/L), dichos autores, igualmente lograron obtener
resultados reveladores de la especie Grifola frondosa pues demostraron que esta especie,
particularmente, era capaz de producir una mayor cantidad de exopolisacaridos. Los
resultados fueron biomasa 15.2 g/Ly 3.6 g/L de exopolisacaridos. El trabajo se realizé en un
biorreactor tipo tanque agitado (50% capacidad), lo cual agrega una resefia importante para

la presente investigacion.

Legarda, X. L. et al., (2015) demostraron que al utilizar fuentes de carbono altas durante los
primeros dias de la fermentacion, se logra obtener cantidades grandes de biomasa, esto
puede estar correlacionado con la produccién de polisacaridos (cultivos diduxicos),
dependiendo del comportamiento del cultivo con respecto a la fuente de carbono. De igual
forma, la investigacion se llevd a cabo en biorreactor tanque agitado con un 50% de volumen

de capacidad.
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Por otra parte, uno de los mas recientes trabajos enfocados al cultivo sumergido de hongos
medicinales lo corrobora Nufiez-Urquiza (2017) quien comprobd la eficacia de ciertos
polisacaridos del hongo G. lucidum como neuroprotectores, dicho autor utilizé como
metodologia el cultivo sumergido de fases miceliales tanto en matraz como en biorreactor.
Sin embargo, debido a las atenuantes del enfoque de dicho trabajo sobre investigacion y no
en produccion, solamente se concluye en los efectos neuroldgicos de dicho extracto

obtenido.

Dados estos antecedentes, se puede concluir que, la metodologia planteada con
biorreactores impactaria de manera positiva al enfoque productivo del presente trabajo, per
se, se podria decir que el impacto positivo se traduciria en producciones tanto de biomasa

como polisacaridos considerablemente idéneas para un cultivo estandarizado.

Con respecto a términos cuantitativos de produccion de metabolitos bioactivos, Nufiez-
Urquiza (2017), logro obtener resultados de produccion de polisacaridos en matraz de 1.1
g/L con una biomasa de 5.5 g/L. En tanto al biorreactor, obtuvo 4.07 g/L en biomasay 2.5 g/L
de polisacaridos. Esto, de relevante importancia dentro del presente trabajo, pues dada las
caracteristicas del enfoque del proyecto (términos productivos) se marca como referencia

importate a dicho autor y sus resultados obtenidos en cultivo sumergido.
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3. MARCO TEORICO
3.1. ASPECTOS GENERALES DE GANODERMA CURTISII

3.1.1. El género Ganoderma como grupo taxondmico

El género Ganoderma seccién —Ganoderma- constituye un grupo de hongos basidiomicetes
del orden Aphyllophorales, saprofitos, habitantes de los bosques y selvas (creciendo sobre
troncos muertos), con multiples metabolitos de interés medicinal y con mas de 200 especies
descritas. Compuesto de los subgéneros mas representativos que son, Ganoderma y
Elfvingia (P. Karst) Imaz, diferenciados a partir de la presencia y ausencia de laca en su pileo.
De acuerdo a Guzmadn-Davalos, et al, (2015), la caracteristica principal del primero
(Ganoderma) es su brillosa superficie del pileo y la presencia de pileipellis himenodermica,
con respecto, a Elfvingia que presenta un pileo opaco sin presencia de células cuticuladas.

(Figura 1).

Figura 1. Especie correspondiente al género Ganoderma, concretamente G. curtisii, hongo con
multiples metabolitos secundarios.
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3.1.2. Descripcién taxonémica

Ganoderma curtisii, posee un pileo de 8 a 20 cm de didmetro, cuyo margen es regularmente
delgado y la superficie semejante al color del estipite. Posee un estipite delgado, menor a 5
cm de ancho, forma lateral, lagueado, con un color café-rojizo, café-guinda o inclusive café-
anaranjado. No obstante, al final queda en tono blanquecino o amarillo debido al
descascaramiento de la costra laqueada. La superficie del pileo a nivel microscopico la
presencia de pileipellis himenodermica, es una caracteristica sobresaliente del género

Ganoderma.

En aspectos microscopicos, G. curtisii posee un sistema hifal trimitico, posee hifas
generativas ramificadas, cuyas paredes son delgadas, septadas y fibuladas de color amarillo.
Sus hifas vegetativas carecen de septos, con paredes muy solidas formadas por un tramo
hifal no ramificado y por otro tramo muy ramificado, de color café. Las hifas envolventes

tienen un amarillo-pardo (Mushroomexpert, 2019). (Bhosle, S, et al., 2010).

Basidios: hialinos, elipsoidales, tetrasporicos, con fibula basal, con medidas de 10-20 x 8-11
um.

Basidiosporas: con regularidad en forma elipsoidal, color pardo claro a marrén con medidas
de 6-7.5x 5-5.8 um.

3.1.3. Clasificacion taxondmica
Reino: Fungi

Phylum: Basidiomycota
Clase: Holobasidiomycetes
Orden: Aphyllophorales
Familia: Ganodermataceae
Género: Ganoderma
Especie: Ganoderma curtisii

De acuerdo a Herrera y Ulloa, (2013)
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3.1.4. Habitat
El habitat de crecimiento de esta especie es lignicola, es decir, se nutre a partir de residuos

lignoceluldsicos. Se encuentra en bosques asociada a arboles talados y/o dafiados por
patégenos, debido a su nutricion saprofita. De igual manera, se han encontrado especies
distribuidas en selva baja caducifolia (SBC), como también en especies vegetales de zonas
urbanas. Ademas de ser una especie medicinal, Ganoderma curtisii (en general hongos
saprofitos aphyllophorales), es una especie que tiene un valor importante como bioindicador

de ecosistemas fragmentados (Chavez, 2017).

3.1.5. Distribucién mundial
Esta especie posee una distribucién cosmopolita, en otras palabras, se encuentra en todas

partes del mundo (a reserva de regiones articas), Figura 2. Paises como Japén y China han

tenido una gran tradicién en el uso y cultivo de los hongos medicinales.
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Figura 2. Distribucién mundial de la especie Ganoderma curtisii.
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3.1.6. Distribucion de Ganoderma curtisii en México

Existen innumerables especies del género Ganoderma distribuidas de amplia manera por el
territorio mexicano, tanto silvestre como en zonas urbanas. En la parte central de la republica
se pueden encontrar de manera silvestre, en dicha zona, la existencia de endemismos y

diversidad de especies conllevan a demostrar la importancia de esta zona.

Por las caracteristicas propias de la regién como la altitud, el clima, la vegetacién o el suelo
cuya variacién de estos factores abidticos han dado resultado a una gran cantidad de
recursos bioldgicos, que a su vez, dan origen a la riqueza de especies. (Nufiez-Urquiza, 2017)
Figura 3. En la tabla 1 se muestra la distribucién de Ganoderma curtisii en el territorio
nacional, no sin antes mencionar que existen reportes de nueve especies del género

Ganoderma en México.

Tabla 1. Distribucién nacional de |la especie Ganoderma curtisii, dividido en zonas de acuerdo a los
estados es la republica.

Especie Autores Estados por zonas

Fries (1851) Zona Norte: Baja California
Sury Nuevo Ledn

Murill (1908) y Tello (2010) Zona centro: Distrito
Federal, Morelos, Jalisco, y
Ganoderma curtisii Jhonson (1924)
Veracruz.
Guzman (1963) y Tello Zona Sur: Oaxacay
(2010) Guerrero

Castilloy Guzman (1970)
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Figura 3. Distribucion a nivel nacional de Ganoderma curtisii, pueden observarse en guinda los
estados con reportes de esta especie.
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3.1.7. Estudios pre-clinicos sobre Ganoderma spp.

De acuerdo con la literatura cientifica, Ganoderma lucidum es un hongo macroscépico con
principios activos con efectos antineopldsicos presentes en extractos. Los reportes indican
que dichos principios tienen una gama amplia sobre diversos canceres, tanto in vitro como

también en ensayos en seres humanos.

El efecto antitumoral presente en extractos de Ganoderma lucidum esta reportado dentro
del accionar mediadora de las citosinas, que inhiben la angiogénesis (formacion de vasos
capilares que a su vez portan nutrientes a la célula cancerigena), de esta manera se induce

apoptosis de las células tumorales. (NUfiez-Urquiza, 2017).

Otra de las propiedades de este hongo radica en su efecto neuroprotector, esto basado en
el hecho que esporas de esta especie aliviaban el estrés oxidativo, protegiendo a las
neuronas de la apoptosis que por consiguiente mejoraba la disfuncién cognitiva. Otra de las
formas en como se reportan dichos efectos neuroprotectores, esta descrito en el estudio de

los polisacaridos presentes en el extracto, para este caso se trataba la isquemia.

De igual forma, Ma, H. T., Hiseh, J. F., y Chen reportan en 2015, el efecto de los extractos de
Ganoderma spp., como antiglicémicos esto debido a los metabolitos secundarios,
principalmente polisacaridos, por lo cual dicho extracto puede ser utilizado en el tratamiento

de la diabetes mellitus.

En 2017, Liu, Y., et, al., demostraron que los extractos de Ganoderma lucidum poseen un
efecto hepatoprotector (proteccién a nivel de higado), debido a los polisacaridos presentes
que actlan contra el dafio hepatico. Dichos autores, utilizaron carbo-tetraclorado (CCl4) para
inducir dafio in vitro a células hepaticas, posteriormente fueron aplicados tratamientos con

extractos de dicho hongo, cuyos resultados obtenidos demostraron la eficacia protectora.
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Optimizacién en el proceso de producciéon de polisacaridos de Ganoderma curtisii



Tales son los reportes de la evidencia cientifica lo que avala la totipotencialidad de
Ganoderma spp, por tal motivo, el enfoque biotecnoldgico para la produccion de metabolitos
bioldgicamente activos magnifica el enfoque de un trabajo dirigido a los aspectos
industriales. En estos términos, el desarrollo de metodologias con enfoque productivos
enriquece la estandarizacién de procesos alimenticios u/o relacionados con el desarrollo

farmacoldgico.
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3.2. ASPECTOS BIOTECNOLOGICOS PARA PRODUCCION DE METABOLITOS SECUNDARIOS
3.2.1. Produccién de metabolitos secundarios en la industria

A lo largo de la historia el hombre ha buscado la manipulacion de la naturaleza para el
beneficio propio, a veces, inconmensurablemente. Tal argumento puede ser observado en
el hecho de la produccion industrial de productos secundarios derivados de microrganismos
u otros organismos y/o derivados bioldgicos. Por citar un ejemplo, en la figura de Alexander
Fleming (descubridor de la penicilina) se respalda lo anterior, con tal hecho Fleming dio un

paso importante a la era de la ingenieria bioquimica.

En la actualidad, cultivar microorganismos, tanto de manera experimental en ciencia como
en la industria misma, ha sido desarrollado mds como arte que como ciencia, teniendo a la

intuicion mas como virtud que la légica (Quintero-Ramirez, 1990).

Desde que el hombre ha ido avanzando en la vida, ha sido capaz de utilizar y perfeccionar
diferentes métodos bioldgicos para producir o conservar alimentos, textiles o productos para

salvaguardar su salud (por ej. antibidticos, vitaminas entre otros).

Otra de las figuras ilustres que determino los pasos pioneros al desarrollo de esta ciencia
(ing, bioguimica), recae en la persona de Louis Pasteur quien demostré de manera
indiscutible, que el proceso de fermentacion alcohdlica era producida por microrganismos.

(Quintero-Ramirez, 1990).

Con tales argumentos, se han forjado las bases mas importantes de la produccién industrial
actual, pues gracias a ello, se han aplicado tecnologias con amplia gama en distintos rubros
de la industria moderna, como se menciond con anterioridad tanto en produccién de
alimentos como de farmacos mismos. Es por tal motivo que el estudio de los principios de la
fermentacion y de la bioquimica misma, ofrecen un grato panorama hacia la produccién de
metabolitos secundarios derivados de organismos fungicos (enfoque del presente trabajo)

cuyo impacto radica en la simplificacién del trabajo elaborado (tiempo y rendimiento).
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3.2.2. La fermentacién como proceso industrial

En palabras de Quintero-Ramirez, 1990, la industria moderna tiene como fin aprovechar los
procesos bioquimicos, bajo ciertas condiciones controladas, los materiales bioldgicos tales
como microrganismos, tejido celular, productos microbianos y enzimas., cuyos productos
finales sean aprovechados comercialmente. Con el enfoque netamente industrial del
presente, cabe resaltar la importancia de axiomas industriales para el correcto desempefio

de las metodologias (biorreactor) a desarrollar.

Por tal circunstancia, es preciso tomar en cuenta al proceso industrial con mayor influencia
dentro del amplio panorama de la industria moderna, la fermentacion alcohélica. Aunado a
que los procesos desarrollados en un biorreactor, son procesos puramente relacionados con
la fermentacién alcohdlica. A continuacion se muestra la tabla del proceso de fermentaciéon

alcohdlica y sus elementos (Tabla 2).

Tabla 2. Representacién de los factores que intervienen en el proceso de fermentacion alcohdlica

Microorganismos Elementos nutrimentales Condiciones ambientales
Bacterias C,H,O,N,S,P pH
Levaduras Metales Temperatura
Hongos Vitaminas Viscosidad
Tejido Celular, etc. Etc. Oxigeno disuelto, etc.
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Como se muestra en la anterior tabla, la fermentacién alcohdlica conlleva una serie de
requisitos especificos para poder llevarse a acabo, por consiguiente, el resultado de una
fermentacién adecuada da como resultado productos secundarios (metabolitos
bioldgicamente activos). Para que estos productos secundarios puedan obtenerse de

manera eficaz se plantea el siguiente esquema general.

FuentedeC | » [ Factores abidticos ]

Fermentacién ------------- > microorganismos + CO2 | + productos (intra y extracelulares).

—> [ Polisacaridos ]

Cuando en una fermentacion existen moléculas de oxigeno (agregadas al sistema) se le
conoce como fermentacion aerdbicay hay desprendimiento de CO2., pero cuando el oxigeno
no esta presente, se le denomina anaerobia. Es de suma importancia conocer las bases
fundamentales de este proceso bioguimico, debido a, son las atenuantes significativas a

tomar en cuenta en el biorreactor.
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3.2.3. El cultivo diduxico

El cultivo diduxico es el tipo de crecimiento celular en el cual existen dos sustratos limitantes,
bajo estos alicientes, la cinética se lleva a cabo. Primeramente, el aprovechamiento de la
fuente de carbono que posea una mayor facilidad de metabolizacién, serd consumida. En un
segundo término, esta aquella fuente de carbono que sea un poco mas dificil metabolizar

para el organismo en cuestion. (Quintero-Ramirez, 1998). Figura 4.

Generalmente, se observa este tipo de crecimientos en organismos microscopicos
(bacterias, hongos, levaduras, etc.) donde existen diferentes variables que determinan el

comportamiento cinético (Ks, Y= X/P, td) (Quintero-Ramirez, 1998).
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Figura 4. Esquema de una grafica del cultivo tipo diduxico. Este tipo de modelo cinético se debe a dos
fuentes de carbono, donde, el crecimiento celular se desarrolla en dos momentos.

En el presente, el uso de este tipo de modelo cinético fue la eleccidn a realizar a lo largo del
proyecto, pensando, que la aplicacién de dos diferentes fuentes de carbono con diferente
biodisponibilidad, beneficiaria en determinado momento la produccion de polisacaridos

extracelulares.
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3.2.4. El biorreactor
Un biorreactor, es un dispositivo que permite aprovechar al maximo los diferentes tipos de
cultivos que él se viertan como son: tejidos vegetales, hongos, bacterias entre otros. Es esta

gran ventaja lo que permite generar estrategias productivas de indole industrial.

Para el caso del presente trabajo, la utilizacién del biorreactor (tanque agitado) representa
una estrategia eficaz para la produccién de metabolitos secundarios extraidos o excretados
al medio, perse, comparado con el cultivo tradicional (solidos agroindustriales) representa

una forma mas viable en cuanto a tiempo y rendimiento esperado.

Los biorreactores pueden dividirse en: tanque agitado, por columna de burbujeo o reactores
de lecho, cada uno con su respectiva especificidad de acuerdo al uso a emplearse. El
biorreactor a tanque agitado cuenta con caracteristicas acorde al aprovechamiento del uso
de este, sus cualidades fisicas son las siguientes, recipiente cilindricas alargadas acorde a la
altura y anchura, una base redondeada, agitador mecanico, reflectores que mantienen la
turbulencia y agitadores en la parte superior que sirven como mediadores de la espuma

(Castillo, 2006). (Figura 5).

P

Motor " L Feed

Cooling jacket

-J/ _—~Baffle

_—~Agitator

Mixed product

Figura 5. Imagen de un biorreactor tipo tanque agitado por el cual se produjeron los metabolitos
secundarios de Ganoderma curtisii.
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En la actualidad, este tipo de dispositivos son ampliamente utilizados dentro de la industria,
una de las ventajas radica en que su agitacion es mecdnica a través del eje provisto de
turbinas en funcién de un motor. La entrada de aire se sitla en la parte inferior del tanque
que a su vez es distribuido por pequefios orificios, estos, golpean las aspas de la turbina
generando asi burbujas que reparten el oxigeno disuelto hacia el interior del liquido. (NUufiez-

Urquiza, 2017).

La agitacion, es complementada con los deflectores dispuestos en el sistema, generalmente
constan de 4 a 6 cuya finalidad es romper el movimiento circular que generan las turbinas al
medio liquido, esto genera un mejor mezclado. (Nufiez-Urquiza, 2017). Finalmente, en la
parte externa, estd rodeado por una camisa en la cual el agua puede circular, esto permite

tener un control de la temperatura.
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3.2.5. Estudios enfocados en la abtencion de metabolitos en biorreactor

Es basta la literatura cientifica que califica con notoriedad positiva la eficacia del biorreactor
de tanque agitado, empero, los numerosos trabajos abarcan aspectos con un enfoque
industrial de diferentes indoles como: alimenticio (principalmente) o agroecoldgico. Son
estas vicisitudes, lo que avala en términos cuantitativos la eficacia del biorreactor de tanque

agitado como modelo de trabajo para el presente.

Por citar un ejemplo, el trabajo de Min-Lee, Young-lee y Yong-lee (1999) fue realizado con la
intencion de obtener metabolitos secundarios expulsados al medio (exopolisacaridos), esto
resulto gratificante pues, demostraron que manteniendo condiciones o6ptimas en el

biorreactor los resultados pueden ser buenos.

Existen otros casos, tal argumento recae en Choi, Maeng, Dingy Cha (2007), quienes de igual
manera tuvieron como fin obtener exopolisacaridos, sin en cambio, se enfocaron en la
produccion de otro hongo aphyllophoral: Fomiptosis pinicola, al igual que Min-Lee, Young-
lee y Yong-lee (1999) concluyen que las condiciones adecuadas de un biorreactor magnifican

considerablemente la produccion metabolitos.

Bajo estos esquemas, se plantea tener el respaldo adecuado para ampliar con certeza el uso
del biorreactor, pues como lo muestra la literatura, esremunerable su aplicacién en términos
productivos. Por este hecho, adecuar de manera precisa todos los alicientes entorno a las
variables existentes en el biorreactor contribuiria positivamente en el momento de la

produccion de metabolitos secundarios.
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3.2.6. La innovacidn tecnoldgica como fuente de la industria moderna

En la actualidad, la sociedad cada vez demanda mas y mejores tecnologias, productos o
servicios que satisfagan las necesidades del ente social. Ante el hecho innegable de tal
tendencia, se dice que las sociedades modernas, dentro del nicho del tejido industrial, tienen
mejores oportunidades de crecimiento econdmico aquellas que incorporan el conocimiento

técnico-cientifico que producen.

Dado que, la tecnologia y el conocimiento son conceptos que van de la mano, es
indispensable que tales axiomas estén en constante innovacién. En palabras de Sancho,
(2007) cita que el concepto de innovacion se entiende por la habilidad para convertir de
manera creativa el conocimiento fresco en novedosos o mejores productos y servicios como

respuesta al demandante mercado, como a otras necesidades del ente social.

Ante este aliciente, se suscita el crecimiento econdmico de un pais, asi como, la competividad
internacional en los mercados que se refleja en el propio nivel de vida de la sociedad. En
otras palabras, el ranking econdmico de los mercados de un pais, como sus rentas, estan

intimamente ligados con su capacidad de innovacién (Sancho, 2007).

Por tal razén, la empresa ACyPROVEMI, empresa lider en productos de origen flngico en
México, busca impactar de manera positiva en el rubro del desarrollo biotecnolégico de
productos a base de hongos macroscopicos. Para tal situacion, dentro de la propuesta
productiva se generaron los pasos acertados del desarrollo del proyecto a partir del Start-up

empresarial. (Figura 6).
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Generacion de Evaluaciondel Elaboracion del
la idea mercado producto
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Figura 6. Estructura esquematizada para la creacion de un Start-up del producto.

De acuerdo a Steve Blank, (2012) el Start-up es la organizacion temporal en busca de un
modelo de negocios escalable y replicable. Con respecto a esto, Cornejo-Martinez nos dice
gue en general esto es la organizacién (temporal en primer paso) que constantemente busca

un modelo de negocio rentable, por lo tanto, es muy cambiable.

Son por estos motivos por lo que se considera un punto importante hacia el desarrollo futuro
del presente trabajo, pues el vinculo que se pretende establecer con la industria, nos implica
ofrecer productos innovadores, objetivo que ACyPROVEMI tiene claro en la busqueda del

desarrollo tecnoldgico.
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3.3. ASPECTOS INTEGRALES PARA EL DESARROLLO DEL PRODUCTO A BASE DE METABOLITOS
DE G. CURTISII

3.3.1. Los suplementos alimenticios en México
En la actualidad, existe un vasto numero de productos que afirman poseer multiples

propiedades para el beneficio en la salud. No obstante, muchos de esos productos no

garantizan un grado de fidelidad.

En México, la ley general de salud en su articulo 221, dentro de los insumos a la salud, explica
detalladamente cada una de las definiciones para determinados productos distribuidos en el
mercado nacional (Farmacos, Fitofarmacos, Medicamento homeopatico, Remedio

herbolario o Suplemento alimenticio). (COFEPRIS, 2018).

Dentro de la amplia gama de suplementos, se encuentran aquellos que por determinadas
propiedades nutricionales pueden contribuir a la mejora del estado de salud en algunos

pacientes (vitaminicos, hierro, zinc, calcio). (Riveros y Baquero, 2004).

Para Riveros y Baguero (2004), la mejor definicion de suplemento, radica en la palabra
nutracéutico, debido a que la composicion de estos, determinan puntualmente en aspectos
preventivos de enfermedades o mantenimiento de la salud. Ademas que su administracion
estd dada en diferentes etapas de la vida asi como, se desarrollan con las mismas normativas

que los farmacos.

Martinez-Carrera (2007), menciona que la creciente demanda de productos naturales, esta
encaminada por la gran globalizacion de los mercados, aunado a, el crecimiento comercial
que ha tenido México en determinados nichos. De acuerdo a datos, hoy en dia la actividad
econémica mundial relacionada con los hongos, representa un valor econémico de 30
billones de dodlares, y una produccién de 7 millones de toneladas anuales (Hongos

comestibles, funcionales). (Martinez-Carrera, 2007).
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En México, esta actividad econdmica aun es parte de una limitada industria dentro del sector
primario, esto, en gran parte se debe a la falta de investigacién en torno al uso funcional de

los diferentes hongos silvestres de la nacién, (Martinez-Carrera, 2007).

Por tal motivo, la explotacion de un nicho econdmico aun poco explorado, agregando que,
las herramientas biotecnoldgicas de hoy en dia, pueden resultar una combinacién idénea
hacia la busqueda del desarrollo de nuevos productos naturales comerciales a partir de

especies fungicas nativas.

Para el caso del presente, Ganoderma curtisii ofrece una amplia gama de aplicaciones en giro
a sus diferentes propiedades farmacoldgicas que posee. Afiadiendo, que se parte del estudio

de una especie nativa, que ya esta en explotacion industrial y de investigacion,
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3.3.2. Preservacion del producto mediante adicién de conservadores

Con el paso del tiempo, la historia de la produccion de alimentos se ha ido implementando
con la duracion de estos en periodos prolongados. A esto, la existencia de los aditivos o
conservadores han establecido un papel importante, Schmidt-Hebbel (1990), los define
como sustancias agregadas voluntariamente a los alimentos, justificando, por ende su

preservacion.

En los Ultimos afios, diferentes organismos mundiales (ej. FAO, FDA u OMS), han moderado
el término a sustancias que en general carecen de valores nutricionales, composicién bien
conocida y que al agregarse a los alimentos debe ser controlada y en cantidades moderadas.

(Schmidt-Hebbel, 1990).

Como todo agente externo, se necesitan regular con normas especificas que avalen su
correcta funcion, es por eso, que el permiso para ciertos aditivos alimentarios requiere de

ciertos conceptos fundamentales.

1. Que el aditivo cumpla con fines tecnoldgicos: generan apoyo eficiente en produccion,
procesamiento, acondicionamiento, envase, transporte o almacenamiento del
alimento. Un ejemplo de esta indole es el 4cido ascorbico cuyo potencial radica en
ser un excelente antioxidante en lipidos, contra oxidacion corrosiva de enlatados,
como clarificarte y estabilizador del potencial de éxido-reduccion en vinosy cervezas.

2. Que el aditivo preserve la calidad nutricional: contribuyen a la no desintegracién de
componentes valiosos de los alimentos. Ejemplo, la adicion de antioxidantes para
proteger los carotenos.

3. Que el aditivo conserve o mejore los caracteres organolépticos: ayudan a conservar
la estabilidad del alimento. Como ejemplos se tienen a los antisépticos, antioxidantes,
texturizantes.

(Tomado de la FAO en Schmidt-Hebbel, 1990).
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Dentro de las normativas especificas, se mencionan diferentes definiciones para cada uno

de los aditivos, cuya funcién también estd redactada.
1-. Estabilizadores

A. Preservadores o Antisépticos: Acidos: benzoico, sérbico, propidnico, ésteres del acido
para-hidroxibenzoico y sus respectivas sales; todos hasta 1 g/kg; nitratos: hasta 500 mg/kg;

nitritos hasta 125 mg/kg (sorbatos: hasta 2 g/kg).

B. Antioxidantes y sus sinergistas: Acido L-ascérbico, sus sales y ésteres; Tocoferoles, lecitina,
galatos (100 mg/kg), butilhidroxianisol: BHA (200 mg/kg, butilhidroxi-tolueno: BHT (200
mg/kg), butilhidroquinona terciaria: (BHTQ) (200 mg/ kg); citrato de mono-isopropilo (100
mg/kg); etilendiamino-tetraacetato (EDTA), sal disddica (250 mg/kg).

C. Gases protectores: Anhidrido carbdnico, nitrégeno para envases impermeables.
2-.Texturizantes

A. Emulsionantes: Lecitina, mono vy di-glicéridos y sus ésteres con los acidos comestibles
(acético, citrico, tartarico, lactico); ésteres del poliglicerol, del propilenglicol y de |a sacarosa
con acidos grasos comestibles (5 g/kg), estearil-lactilato de sodio y calcio (5 g/kg). Fosfatos

diversos y Polifosfatos (5 g/kg).
B. Higrostaticos: (estabilizadores de humedad): Sorbitol, Manitol, Glicerol.

C. Espesantes y Cohesionantes: (usados generalmente, hasta 5 g/kg): - Ej. Espesantes

quimicos, gomas vegetales y gelificantes.
3-. Sustancias de recubrimiento

Protegen la superficie por la posible pérdida de humedad, principal mente usados en
carnicos, quesos, frutos citricos entre otros. Algunos ejemplos destacan los siguientes

productos, pectina, gelatina, parafina, goma laca.
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4-. Sustancias antiglomerantes, deslizantes y antihumectantes

Se utilizan en particulas finas como la sal, alimentos en polvo. Algunos ejemplos son los

estearatos de calcio y de magnesio, silicatos de calcio y de magnesio, silice coloidal (hasta 15

g/kg).
5-. Agentes antiespumantes

Principalmente utilizados en bebidas y mermeladas cuyas proporciones son (10- 100 ppm);

Ej. Dimetilpolisiloxano (silicona) o aceites comestibles.
6-. Agentes de blanqueo de harinas

Los principales agentes utilizados son el acido ascorbico, bromato de potasio con

proporciones de 50 mg/kg (max.), perdxido de benzoilo 40mg/kg (max.).
7-. Agentes leudantes

Utilizados en los polvos para hornear pues debido a su naturaleza, permiten la fermentacion
de la masa. Ej. Levadura fresca, bicarbonato de sodio con tartrato acido de potasio, fosfato

monocalcico.
8-. Agentes aditivos con funciéon sensorial

Se encargan de acentuar el sabor y/o el aroma del producto. Como ejemplos se tienen
aromatizantes naturales como esencias de especias. Ejemplo de saborizantes estan acidos
lacticos, citrico, tartarico, malico, fumarico, adipi- co, gliicoiio-delta-lactona (sabores acidos),
cloruro de sodio, glutamato de sodio (sabores salados), edulcorantes caldricos,
intercambiables y sintéticos (sabores dulces), carotenos y derivados, carotenoides (como

agente colorante).

(Schmidt-Hebbel, 1990).
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Por la naturaleza del producto (extracto de Ganoderma), la mejor opcién para elegir un
aditivo fue acido sorbido (1g/L), pues lo que se pretende al tener el producto embazado es

poder mantenerlo en condiciones éptimas durante un tiempo prolongado.

Debido a las cualidades del acido sorbico como antioxidante, y el acido ascérbico, como
antiséptico, se eligieron estas opciones para preservar el producto a base de metabolitos

secundarios de Ganoderma.
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3.3.3. Los glucanos como metabolitos con propiedades farmacoldgicas

Los glucanos son grupos formados por bastas unidades mondmericas de azucares llamados
D-glucosa, corresponden al grupo de polisacaridos y su funcién farmacoldgica estd
demostrada en diferentes rubros de la medicina. Otros aspectos importantes de estos
polisacaridos es que estan unidos por enlaces glucosidicos, su longitud de cadena vy cierto

grado de ramificacion (Wagner, et al., 1990).

3.3.3.1. Los alfa-glucanos

Los glucanos alfa o a-glucanos, son el grupo de polisacaridos que se forman por D-glucosas
unidas por enlaces glucosidicos del tipo a (Figura 7). Algunos ejemplos son el almidén o el
glucégeno. (Wagner, et al., 1990). Una cualidad importante de los alfa-glucanos, es ayudar
en el proceso de metabolizacién de los azucares, estos, controlan la absorcion de azucar

presente en la dieta.
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Figura 7. Estructura quimica de los a-glucanos presentes en el extracto de Ganoderma curtisii.
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3.3.3.2. Los beta-glucanos

Los glucanos beta o B-glucanos, son el grupo de D-glucosas enlazadas del tipo B-(1,3) y (1,6),

es sabido que este tipo de moléculas se encuentran por todo el reino de los hongos, plantas

y algunas algas. (Wagner, et al., 1990). (Figura 8). Inclusive, en algunos grupos de hongos

forman parte de su pared celular, esto en cierta medida, les sirven como parte de sus

estructuras.

Una de las razones mas importantes por la cuales se han estudiado durante los Ultimos afios,

se debe a su capacidad inmunomodulador frente a determinados antigenos tanto en

animales como en el ser humano. La razon por la cual existe esta reaccion inmunoldgica, es

en gran parte por la produccion de macroéfagos presentadores de antigenos, quienes se

encargan de fagocitar bacterias y otros microorganismos. (Wagner, et al., 1990).

CH,OH

OH

3-1,3

Figura 8. Estructura quimica de los B-glucanos (1,3) y (1,6) presentes en el extracto de Ganoderma

curtisii.
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3.3.4. Los polifenoles como agentes antioxidativos

En la naturaleza, hay un conmensurable grupo de compuestos quimicos en cuya estructura,
existe una o varios grupos de anillos fendlicos, a estos compuestos, se les denomina
polifenoles. (Quifiones, et al., 2012). Para poder determinar el grupo de polifenoles, como
su funcion, es necesario conocer la cantidad de anillos fendlicos que estos poseen. Algunos
de los principales grupos fendlicos son los siguientes: acidos fendlicos, estilbenos, lignanos,

alcoholes fendlicos y los bien conocidos flavonoides. (Figura 9).

La importancia de estos metabolitos, recae en sus propiedades antioxidantes, como también
existen estudios que demuestran poseer propiedades antitromboticas, antiinflamatorias,

antiapoptoticas como vasoprotectoras y vasodilatadoras. (Quifiones, et al., 2012).
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Figura 9. Estructura quimica de los distintos grupos de polifenoles
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3.3.5. Adicién de suplementos vitaminicos (Complejo B y Zinc)

Los diferentes grupos nutricionales (zinc, hierro o vitaminas entre otros) que se encuentran
en los suplementos (nutracéutico), proveen de distintas sustancias que pueden beneficiar la
salud de determinados pacientes en respectivas etiologias médicas (Riveros y Baquero,

2004).

El zinc, es un elemento importante para el desarrollo adecuado de las personas en sus
primeras etapas de vida, como en etapas futuras. Solo detras del hierro (Fe), es el segundo
elemento mas abundante del cuerpo (Biblioteca Nacional de Medicina de los EU en
Medlineplus, 2019). Su principal funcién en el organismo recae en el desarrollo del sistema
inmunoldgico como también su mantenimiento, ya que, es parte de todas las células del

cuerpo.

De igual forma, el Zinc participa en la divisién celular, crecimiento celular, cicatrizacidon y en
la metabolizacion de los hidratos de carbono. Por ende, una adecuada alimentacion rica en
Zinc, ofrece una mejor respuesta inmunolégica frente a algunas enfermedades infecciosas
como al mantenimiento de la salud. (Biblioteca Nacional de Medicina de los EU en

Medlineplus, 2019).

El complejo B, son sustancias orgdnicas que en medida ayudan al organismo a desarrollarse
adecuadamente, entre ellas estan, Tiamina (VitaminaB1), Riboflavina (B2), Niacina (B3),
acido pantoténico (B5) Vitamina B6, Biotina (B7) y la vitamina B12. Algunos autores incluyen
al acido félico dentro del complejo B. La falta de algunas de estas vitaminas, puede conducir
a severas enfermedades como es el caso de la Anemia a falta de Vitamina B6 0 B12 (Biblioteca

Nacional de Medicina de los EU en Medlineplus, 2019).

El presente trabajo, plantea la agregacion de estos dos elementos al extracto para una
mejor comercializacion en mediano plazo.
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4. JUSTIFICACION

En la actualidad el cultivo de Ganoderma spp., provee de grandes beneficios
socioecondmicos a nivel mundial manifestado en una produccion industrializada vy
relativamente masiva. Esto, debido a las propiedades farmacoldgicas que posee, entre las

mas importantes, inmunomoduladoras y anticancerigenas.

Sin embargo, en México su produccion es limitada y solo se tienen registros de producciones
caseras dentro de la republica, o datos no registrados en alguna plataforma, esto se debe
principalmente al desconocimiento de las técnicas de cultivo y al proceso de
comercializacion. Ademas, los rendimientos obtenidos bajo el esquema de cultivo tradicional

(cultivo de basidiomas) resultan ser poco efectivos econdmicamente para el productor.

El uso de herramientas biotecnoldgicas, ha venido a revolucionar la produccion de
metabolitos funcionales, con procedimientos que permiten la estandarizacion de los
meétodos, asi como, homogeneizacidon de los metabolitos producidos. Sin embargo, los

rendimientos aln son bajo y estan poco estandarizados para la produccién a gran escala.

La empresa ACyPROVEMI, comercializadora de productos de origen flngico, desea
incrementar los rendimientos en un proceso de produccién de metabolitos con actividad
funcional, principalmente polisacaridos, por el interés como reguladores del sistema
inmunoldgico, por lo que, el presente estudio tiene como objetivo mejorar los rendimientos
que se tienen actualmente, modificando condiciones, asi como, fuentes de carbono

utilizadas para la produccion de polisacaridos.
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5. HIPOTESIS

En un sistema de crecimiento diduxico, mediante las modificaciones de las condiciones de
cultivo se puede incrementar la biomasa y en segundo ciclo de crecimiento aumentar la

produccion de polisacaridos extracelulares de Ganoderma curtisii.

6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo general:
e Incrementar el rendimiento y producciéon de polisacaridos y biomasa producidos por
Ganoderma curtisii en un sistema de cultivo sumergido modificando las condiciones
de cultivo.

6.2. Objetivos especificos:

e Evaluar el rendimiento de los a y B glucanos de Ganoderma curtisii modificando las

fuentes de carbono a nivel de matraz.

e Establecer un cultivo de crecimiento celular modificando la temperatura de cultivo.

e Escalar el proceso de produccion a nivel biorreactor en tanque agitado.

e Evaluar el comportamiento de produccién de polisacaridos extracelulares y biomasa

al inducir un sistema de cultivo diduxico.

e Evaluar el rendimiento de los a y B glucanos de Ganoderma curtisii modificando las
condiciones de crecimiento a nivel biorreactor tanque agitado a 30°C.
e Determinar la cuantificacion de polifenoles totales en el cultivo de Ganoderma curtisii

en biorreactor tanque agitado a 30°C.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1. Material Biolégico y activacion de la cepa

Se activd la cepa Ganoderma curtisii COBIOCH UAEMor G-397 del cepario del Centro de
Investigaciones Bioldgicas, la cual se encuentra en actual explotacién industrial. La activacion
se realizé resembrando la cepa en diferentes medio de cultivo tanto soélidos como liquidos.
El cultivo solido consiste en el uso de las cajas de Petri, mientras que, el cultivo liquido en

matraces con medio liquido.

7.2. Preparacion de preinéculo

La preparacién del preindculo, se efectud bajo los siguientes esquemas, malta 30 g/L y agua
destilada 300 ml colocada en un matraz de 500 ml para su correcta agitacion y disolucion de
la malta. Se colocaron 100 ml en matraces Erlenmeyer, posteriormente, los matraces se
llevaron a la esterilizacién en la olla exprés a 15 |b por min de presién durante 20 minutos.
Al proximo dia, con los matraces esterilizados, se inocularon con pequefios trozos
provenientes de la caja de Petri con la cepa G-397 de Ganderma curtisii. Por Ultimo se
colocaron en la agitadora durante un aproximado de 7 dias a 200 rpm para que el micelio

pueda desarrollarse correctamente.

7.3. Medio de cultivo modificado y factores determinantes

Una vez hecho el preindculo, se realizé la preparacién del medio de cultivo. Este consiste en
agregar malta (30 g/L) y cereal (20 g/L). Para aumentar las condiciones del cultivo,
primeramente se llevd al punto de ebullicion en tres repeticiones con solo el cereal agregado,
se filtrd tres veces para evitar residuos y al final se agregd la malta. Se prepara para 500 ml
en matraz de 1 litro para la adecuada disolucion de los ingredientes. Finalizado esto, se
procederd a esterilizar a una presion de 15 lb por min durante 25 minutos. Por paso ultimo,
se inoculo con el preindculo previamente elaborado, se utilizd micropipeta para hacer la

inoculacién, aumentando las condiciones de profilaxis.
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Se planted elaborar distintas condiciones abidticas para la evaluacion del crecimiento
micelial. Estas consistiran en las siguientes: temperatura a 25°C, 30°C y 352C, esta condicion
permitird evaluar los diferentes metabolitos que pudiesen estar presentes, derivado del

metabolismo (primario o secundario).

Con estas condiciones, mas las fuentes de carbono vy la agitacién, se han propuesto estos tres
alicientes pertinentes al experimento, lo cual nos permitira evaluar la produccién de biomasa

y polisacaridos en funcion a estas condiciones del medio.

7.4. Cinética de crecimiento

Las cinéticas de crecimientos se realizaron por medio de los matraces Erlenmeyer de 1,000
ml (600 ml volumen trabajo) que se han inoculado previamente con la cepa G-397
(esterilizado y en reposo por 24 horas). Para esto se dejaron en la agitadora a 200 rpm
durante 48 horas, al haber pasado ese tiempo, se continuara con la toma de muestras cada
48 horas durante 10 dias. La cuantificacién de biomasa y polisacaridos presentes en el medio

se obtuvo de cada muestra, tomando 100 ml de medio.

Las cinéticas seran de igual forma evaluadas con los elisitors previamente descritos con las

condiciones abidticas.

7.5. Cuantificacion de la biomasa en el medio modificado

La cuantificacion de la biomasa consiste en una técnica basada en la medida del peso seco,
estd basicamente consiste en, pesar el papel filtro (conocer su peso exacto) y el extracto con
la biomasa presente sera filtrado. Con sutiliza se tendrd que remover los residuos de medio
presentes para evitar cualquier alteracién. Terminado esto, se dejara el total de biomasa en
el trozo de papel filtro durante 48 horas a una temperatura de 60°C hasta obtener el peso

constante. La cuantificacion se llevara a cabo cada 48 horas.
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7.6. Cuantificacién de los polisacaridos en el medio modificado

Para la evaluacién de la produccion de polisacaridos de los matraces Erlenmeyer (1,000 ml)
se mezclara el sobrenadante con etanol (proporcién 1:1), es decir, 100 ml de sobrenadante
con 100 ml de etanol. Al precipitar los polisacaridos, se pasaran por papel filtro, previamente
pesado, asi estos quedaran en el papel filtro. Al final, se dejara el papel filtro con los
polisacaridos en incubadora a 60°C durante 48 horas hasta obtener el peso constante y

poder cuantificarlos.

7.7. Cuantificaciéon de a y B beta glucanos

Para la cuantificacion de alfa y beta glucanos se utilizara el kit enzimatico Megazyme para
hongos vy levaduras K-YGBL, este consiste en hidrolizar los glucanos (presentes en extracto)
tanto alfa como beta por medio de acido clorhidrico (HCL) y dcido sulfurico (H2SQ04), con esta
técnica la cuantificacion de estos metabolitos es notablemente eficaz cuyo principio se
expresa en la parte inferior.

De acuerdo a McCleary y Draga (2016), existen 5 diferentes vias mediante las cuales se
pueden obtener los resultados, sin embargo, para especies propias del genero Ganoderma,

recomienda la hidrolisis con H2SO4.

Principio:
(12 M H5S04, 0°C, 2 h)
(1) 1,3:1,6-B-Glucan + 1,3-B-glucan + a-glucan + H.0 -

soluble glucan

(1 M H2504, 100°C, 2 h)

(2) Soluble glucan + H,O = D-glucose + laminarisaccharides (trace)
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(exo-1,3-B-glucanase + B-glucosidase)

(3) Laminarisaccharides + H,O - D-glucose

(glucose oxidase)

(4) D-Glucose + H20 + Oz - D-gluconate + H,0;

(peroxidase)

(5) 2H20; + p-hydroxybenzoic acid + 4-aminoantipyrine -

quinoneimine + 4H,0

7.7.1 Técnica de Solubilizacién e hidrdlisis parcial de glucanos totales (a-glucano + B-glucano)
+ D-glucosa en oligosacaridos, sacarosay libre de D-glucosa.

1.

Colocar 100 ml de muestra liguida exactamente pesada en un tubo de cultivo Fisher
Brand 20 x 125 mm. Hacer las réplicas requeridas para cada muestra (n =2). Realizar el
mismo procedimiento para el control.

Afadir 1.5 ml de acido clorhidrico concentrado (37% v/v) a cada uno de los tubos, tapar
los tubos y agitar en vortex por 5 min.

Colocar los tubos en bafio Maria a 30 °C durante 1 hy agitar en vértex cada 15 min (para
asegurar la disolucién completa del B-glucano).

Afadir 10 ml de agua destilada a cada tubo, tapar los tubos y agitar el contenido en el
vortex durante 2 min.

Afloje las tapas de los tubos y coldquelos en el bafio Maria con agua hirviendo (~100 °C).
Después de 5 min apretar las tapas y continuar la incubacién durante 2 h.

Enfriar los tubos a temperatura ambiente, afloje con cuidado las tapas y afiada 10 mL de

BUFFER C (2 N KOH).
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7. Transfiera cuantitativamente el contenido de cada tubo a un matraz aforado de 100 mL,
usando el BUFFER A (acetato de sodio 2 mM pH 5.0) para lavar el tubo y ajuste el volumen
a 100 ml. Mezclar bien por inversion.

8. Del volumen de 100 ml, sélo se pasan 30 ml a tubos de PPCO de 30 mL para centrifugar
a 1500 rpm durante 20 min

9. Transferir alicuotas de 100 uL (0.1 ml) del extracto centrifugado (por duplicado) a la parte
inferior de los tubos de ensayo de vidrio (16 x 100 mm, de 14 mL).

10.Agregar 100 uL (0.1 ml) de exo-1,3-B-glucanasa (20U/Ml) plus B-glucosidasa (4U/Ml) in
200 Mm buffer de acetato de sodio (pH=5), mezclar en vortex e incubar a 40 °C por 1
hora.

11.Afadir 3 mL de Solucién Il (mezcla de glucosa oxidasa/peroxidasa GOPOD) en cada tubo
e incubar a 40 °C durante 20 min.

12.Colocar 200 uL por pozo en la microplaca (n=5). Medir la absorbancia de todas las
soluciones y la D-glucosa standard a 510 nm contra el blanco.

13.El reactivo blanco consiste en 0,2 mL de buffer de acetato de sodio (200 mM, pH 5.0) (BUFFER
A) + 3 mL reactivo de glucosa oxidasa/peroxidasa (Solucion Il).

14. La D-glucosa standard consiste de 0.1 mL D-glucose standard (1 mg/mL) (Bottle 5) + 0.1 mL de
buffer de acetato de sodio (200 mM, pH 5.0) (BUFFER A) + 3.0 mL reactivo de glucosa

oxidasa/peroxidasa (Solucién Il).

7.7.2. Soluciones del Kit Megazyme K-YGBL

Frasco 1: Suspension de exo-1,3-B-Glucanase (100 U/mL) plus B-Glucosidase
(20 U/mL), 2.0 mL

Stable for > 4 years at 4°C

Frasco 2: Solucién de amyloglucosidase (1630 U/mL) plus invertase

(500 U/mL) 50 % v/v de glicerol, 20 mL

Stable for ~ 2 years at 4°C or > 4 years at -20°C

Frasco 3: GOPOD Reagent Buffer. Buffer (48 mL, pH 7.4)
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Acido p-hydroxybenzoico y sodium azide (0.4 % w/v).
Stable for > 4 years at 4°C.

Frasco 4: GOPOD Reagent Enzymes. Glucose oxidase plus peroxidase and 4-aminoantipyrine.
Freeze-dried powder.

Stable for > 5 years at -20 °C.
Frasco 5: D-Glucose standard solution (5 mL, 1.00 mg/mL) in 0.2% w/v benzoic acid.
Stable for > 5 years at room temperature.

Frasco 6: Control yeast B-glucan preparation (~ 2 g, B-glucan content stated on the bottle
label).

Stable for > 5 years at room temperature.

7.7.3. Preparacioén de los reactivos soluciones/suspensiones

1. Solucién |

Afadir 8 ml de buffer acetato de sodio (200 mM, pH 5.0) (BUFFER A) al frasco 1 (es decir,
diluir el contenido del vial a 10 mL). Dividir en alicuotas en la cantidad deseada (se ocupa 1
mL por ensayo) y almacenar en tubos de polipropileno a -20 °C una vez diluido, y mantener

en hielo durante el uso.

Una vez diluido estable por > 2 afios a -20°C.

2. Frasco 2: Se utilizard como es suministrada (estable por 2 afios a 42 C o > 4 afios a -20 2C).
3. Diluir el contenido del frasco 3 en 1 litro con agua destilada (estable > 2 afios a 4°C).

4. Solucidn IlI: Disolver el contenido del frasco 4 en el contenido diluido del frasco 3. Dividir
esta mezcla de reactivo (GOPOD reagent) en alicuotas deseables para su almacenamiento,
se utilizan 3 mL por ensayo (estable de 2-3 meses a 4°C en botella obscura o por mds del?2

meses a -20°C).

5. Usar el contenido del frasco 5 como es suministrado (estable a temperatura ambiente por

mds de 4 afios).
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6. Usar el contenido del frasco 6 como es suministrado (estable > 5 afios a temperatura

ambiente).

7.7.4. Reactivos requeridos (no incluidos en el kit)

1. Buffer A. Acetato de sodio (200 mM, ph 5.0)

Adicionar 11.6 mL de acido acético glacial (1.05 g/mL) a 900 mL de agua destilada y ajustar
el pH a 5.0 usando una solucién 4 M de hidroxido de sodio (16 g/100 mL). Ajustar a 1 L.

Estable por 1 afio a 49C.

2. Buffer B. Acetato de sodio (1.2 M, ph 3.8)

Adicionar 69.6 mL de acido acético glacial (1.05 g/mL) a 800 mL de agua destilada estéril y
ajustar el pHa 3.8 usando hidréxido de sodio 4 M. Ajustar el volumen a 1 L con agua destilada.
Estable > 2 afios a temperatura ambiente.

3. Buffer C. Hidréxido de potasio (2 M)

Adicionar 112 g de KOH a 800 mL de agua destilada y disolver por agitacion. Ajustar el
volumen a 1 L. Estable > 2 afios a temperatura ambiente.

4. Acido clorhidrico (37% p/p; ~10 M)

Merck No. 100317-2500. Estable >10 afios a temperatura ambiente
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7.8. Extrapolacion en biorreactor tanque agitado

Este paso, a diferencia de las anteriores, es el eximio del presente trabajo. Al igual que con
las cinéticas de crecimiento en matraz, en el biorreactor se hizo un escalamiento pertinente
para evaluar tanto la biomasa como los polisacaridos extracelulares presentes. El biorreactor
tanque agitado posee una capacidad de 7 L, solamente se ocupara un 50% de su volumen

total.

Se utilizd medio de cultivo modificado (cereal + malta) y se inocula con 100 ml del inoculo
con la cepa de Ganoderma curtisii G-397. Se tomaron muestras cada 48 horas de 50 ml para

poder determinar la biomasa vy los polisacaridos producidos en el medio.

La cuantificacion de la biomasa vy los polisacaridos es de la misma manera con respecto a las

cinéticas con matraces.

7.9. Cuantificacién de polifenoles por método Folin-Ciocalteau

El método colorimétrico a partir del ensayo Folin-Ciocalteau, es Util para determinar la
concentracion de fenoles. Folin-Ciocalteau, 1927 fueron los primeros que determinaron la
concentracion de tirosina y triptéfano en proteinas gracias a este método. No fue sino hasta
1965, cuando Singleton y Rossi lo adaptaron para medir compuestos fendlicos provenientes

del vino.

El principio de este ensayo, se basa en la oxidacidon del ion fenolato del extracto antioxidante
que se encentre en la muestra y la reduccion del reactivo fosfotungstico-fosfomolibdico,
todo esto bajo condiciones alcalinas pues el fenol necesita absorber oxigeno. Se produce un
color azul estable con un pico ancho de absorcion de luz que puede ser medido por el
espectrofotémetro. La concentracién de fenoles es proporcional a la intensidad de la
absorcion de la luz cercana a 760 nm en donde otras especies no absorben luz a esta longitud

de onda. (Schwannecke, 2009)
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Para determinar los valores de absorbancia, se comparan con el estandar, este es, el acido
gdlico. Los valores totales de los compuestos fendlicos de las muestras se expresan en
equivalentes de acido galico por gramo o litro de muestra (EAG/g o EAG/L). Este
procedimiento es fiable debido a la respuesta equivalente a sustancias fendlicas.

(Schwannecke, 2009)

7.9.1 Reactivos para la determinacién de polifenoles totales
Se prepararon los siguientes reactivos, los cuales serviran para cuantificar los polifenoles

totales como equivalentes del 4cido gélico.

1-.Solucion saturada de carbonato de sodio: Se disuelve 7.5 g de carbonato de sodio en 100
ml| de agua destilada. Para precipitar, se agregan 0.3 g de carbonato de sodio y se coloca en

refrigeracion una hora.

2-. Reactivo Folin-Ciocalteau: Se diluye 1 ml del reactivo Folin-Ciocalteau en 9 ml de agua

destilada, se afora a 10 ml.

3-. Solucién stock de acido gélico a 1Img/ml: Pesar 0.010050 g de 4cido gélico y se disuelven
en 1 ml de etanol con el fin de ayudar a su disolucion, después se afora a 10 ml con agua

destilada para disolver el acido galico.

7.9.2. Curva estandar de calibracion de acido galico
La evaluacién en forma cuantitativa de la concentracién de polifenoles totales como

equivalente del dcido gdlico, se determina por medio de una curva de calibracidn. Para esto,
se colocan en tubos eppendorf de 2 ml., 0, 25. 50, 100, 150, y 200 pl de la solucién estandar
de 4cido galico a 1Img/mly se afora con agua destilada a 1 ml. Estas soluciones tienen una

concentracion de 0, 25, 50, 100, 150 y 200 pg/ml (Tabla 3).

43
Optimizacién en el proceso de producciéon de polisacaridos de Ganoderma curtisii



Tabla 3. Valores de concentracién de acido galico y su absorbancia para la curva de calibracién.

HEq-Ac galicoligl] " Absorbancia (A

0 0
25.125 0.367
50.25 0.653
100.5 0.952
150.75 1.096

7.9.3. Calculo para la cuantificacién de polifenoles totales

El célculo de polifenoles totales es determinado por la ecuacidén dada por la curva de
calibracion y sus datos graficados, dicha ecuacion consiste en una grafica lineal. Donde Y=
son los microgramos de equivalente de acido galico por mililitro de extracto, y X es la

densidad Optica. La R? de esta ecuacidn debe ser 0.9977, de preferencia.
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7.10. Los parametros cinéticos y estequiométricos con un modelo logistico de crecimiento

El modelo logistico, se destind para describir el crecimiento celular, con el objeto de

determinar con mas precision la velocidad especifica de crecimiento, este modelo se

desarrollé para resolver las ecuaciones de produccién y consumo de sustrato, mediante la

siguiente expresion:

Donde:

Integrando para X, = X (t=0).

Donde:

y (b) es el intercepto.

N S
He= nXmax—X nXo

. Xt

"~ Xmax

La velocidad especifica de crecimiento (u) fue calculada por regresion lineal de (X*/1-X*)

contra tiempo, el coeficiente angular de la tendencia lineal corresponde al valor de ().
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8. RESULTADOS
8.1. Analisis de la produccién de biomasa y polisacaridos.

8.1.1. Biomasa producida en matraz (medio modificado), cuantificacién por peso.

Como analisis preliminar del trabajo, se evaluaron condiciones como., volumen de
produccion, agitacion, fuente de carbono primaria y secundaria, asi como, temperatura,
donde se obtuvo en comparacién con trabajos anteriores un decremento de biomasa final
de 4.30 g/L, y un rendimiento de 0.83 mg P por g de biomasa. Respecto a Nufiez-Urquiza,
2017. Tabla 4.

Tabla 4. Produccidn de biomasa de Ganoderma curtisii en matraz.

Biomasa tiempo final

Presente
Cepa- 397 Nufez, 2017  trabajo
Ganoderma biomasa (g/l) 5.5 g/L 4.3+0.8

curtisii

En la evaluacién visual del cultivo sumergido se logré homogenizar el tamafio de pellet de
micelio, Figura 10. Este punto es muy importante ya que la producciéon de metabolitos de
interés funcional en hongos esta estrechamente relacionado con el crecimiento y tamafio de
pellet del hongo. (Quintero, 1991). Por otra parte, en la figura 10-b, se observa una
apariencia con viscosidad, generada principalmente por la presencia de polisacaridos

extracelulares.

Figura 10. Evaluacion visual de los pellets producidos por Ganoderma curtisii. a) Produccién de
biomasa en matraz, b) apariencia de biomasa fresca y c) peso seco de la biomasa.
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8.1.2. Polisacaridos producidos en matraz (medio modificado), cuantificados por peso.

Los polisacaridos, solo son cuantificados de los tiempos finales de las cinéticas preliminares.
La produccién de polisacaridos fue de 3.9 g/I, utilizando un volumen de produccién de 1000
ml, 200 rpm de agitacién, adicion de malta no-diastasa como fuente de carbono primaria, asi
como, ceral como fuente secundaria y una temperatura de produccién de 30°C. El
rendimiento final de la cinética de crecimiento, respecto a lo reportado por NUfiez-Urquiza,

2017 fue casi tres veces mayor. Tabla 5.

Tabla 5. Produccién de polisacéridos de Ganoderma curtisii en matraz.

Polisacdridos tiempo final

Presente
Cepa- 397 Nufez, 2017  trabajo
Ganoderma polisacaridos (g/L) 1.1g/L 3.6+0.3

curtisii

En la evaluacion visual de los polisacaridos precipitados del cultivo sumergido, se observan
de apariencia viscosa, al secar los polisacaridos se observa una apariencia de laca y fibrosa.
Figura 11.

Figura 11. Apariencia visual de los polisacaridos precipitados con alcohol al 97%. a) Precipitacién de
polisacdridos extracelulares del cultivo agotado por el crecimiento miceliar de G. curtisii, b) apariencia
de polisacéridos en base hiumeda y c) apariencia de polisacédridos en base seca.
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8.1.3. Determinacién de a-glucanos producidos en matraz, (cuantificaciéon por método
enzimatico).
Con el objeto de identificar la presencia de a-glucanos presentes en los polisacaridos

extracelulares obtenidos de la produccién en matraz con condiciones controladas, se
cuantificaron por el método enzimatico KIT Megazyme. Al cuantificar los a-glucanos se
obtuvo un promedio de 154.05 % w/w para los polisacaridos extracelularesy 17.75 % w/w

para los intracelulares. Figura 12.
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Figura 12. a-glucanos producidos en matraz, cuantificacién por método enzimatico en cultivo de G.
curtisii.
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8.1.4. Determinacion de B-glucanos producidos en matraz, (cuantificacion por método
enzimatico).

De igual forma, de los polisacaridos obtenidos de la produccion en el matraz Erlenmeyer con
el medio modificado, se cuantificaron por el método enzimatico los B-glucanos presentes,

obteniendo un promedio de 76.86 % w/w para los extracelulares y 9.62% w/w para los

intracelulares (Figura 13).

Cabe resaltar, la muestra del control estad basada a partir de una levadura (propia del Kit). En
base a dicha muestra, los porcentajes de a-glucanos representa la gran mayoria de glucanos

presentes en el cultivo de Ganoderma curtisii.
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Figura 13. B-glucanos producidos en matraz, cuantificacion por método enzimatico en cultivo de G.
curtisii.
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8.1.5. Cuantificacidn del porcentaje glucanos totales (exopolisacaridos)

El grafico final, muestra ambos comparativos (alfay beta glucanos) clarificando con veracidad
la diferencia de los dos tipos de glucanos. Como se menciond con anterioridad, los a-
glucanos representan la gran mayoria de glucanos presentes en el extracto de medio

modificado. El 60% del extracto estda compuesto por a-glucanos. Figura 14.
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Figura 14. Porcentaje de los glucanos presentes en el extracto de G. curtisii.
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8.2. Andlisis de produccién en tres condiciones de temperatura y modificacion de la fuente de
carbono.

8.2.1. Caracterizacion de la produccion de biomasa, exopolisacaridos y rendimiento a nivel
matraz a 25°C

El grafico siguiente, muestra la cinética llevada a cabo a 25 grados Celsius de la biomasa del
hongo Ganoderma curtisii en medio modificado. En este bioensayo, cada punto representa
la media entre tres muestras, las barras de error equivalen a la desviacion estandar de las
réplicas. Se puede observar, que bajo estas condiciones existe una produccién
considerablemente continua de biomasa, esto, de acuerdo a lo planteado podria favorecer

la produccién de los exopolisacaridos de la cepa G-397 de Ganoderma curtisii.

La biomasa maxima (Xmax.) fue de 4.7 g/L para el dia 10. Se elabord la regresion lineal de la
produccion de biomasa cuya velocidad especifica de crecimiento fue p=0.376 d-1 vy su

tiempo de duplicacion fue td=1.84 d (In2/u).
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Figura 15. Cinética de crecimiento de la biomasa y exopolisacéridos a 25°C de la cepa G. curtisii en
matraz de 1,000 ml al 50% de capacidad con medio modificado.
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El grafico anterior, de igual forma, pueden observarse la produccién de los exopolisacaridos
en medio modificado (Figura 15). En este Bioensayo, cada punto representa la media entre
tres muestras, las barras de error equivalen a la desviacion estandar de las réplicas, tal como
en la biomasa. De igual manera, se evaluo el rendimiento de los exopolisacaridos. Es decir,

la cantidad de miligramos de producto sobre cada gramo de biomasa. (Figura 16).

La produccion (Pmax) total de exopolisacaridos fue de 6.09 g/L, al dia 10 cuyo rendimiento
fue Y p/z= 1.29 mg P/g B. También se evalud el rendimiento de cada punto con respecto a la

biomasa.
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Figura 16. Cinética crecimiento del rendimiento de polisacaridos a 25°C de la cepa G. curtisii a nivel
matraz de 1,000 ml al 50% de capacidad con medio modificado.
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8.2.2. Caracterizacion de la produccién de biomasa, exopolisacaridos y rendimiento a nivel
matraz a 30°C.

Otra de las variables consideradas dentro del proyecto, fue realizar cinéticas a 30°C, cuyos
resultados se observan en el siguiente grafico (Figura 17). Al igual que en los graficos
anteriores, las barras de error representan la desviacion estandar de las réplicas, mientras
que cada punto el promedio de cada una de las réplicas. La grafica muestra la tendencia de
la biomasa, en forma ascendente debido a la fuente de carbono alterna, esto de acuerdo a
lo propuesto estaria relacionado con la produccion de exopolisacaridos (cultivo diduxico). La
tendencia de un cultivo de crecimiento diduxico, se manifiesta en los puntos de los dias dos
y seis, respectivamente. Es en estos dias cuando la cepa aprovecha las dos fuentes de

carbono para producir el producto (polisacarido).

La produccion (Xmax) total de biomasa fue de 5.9 g/L, al dia 10. La regresion lineal de la
produccion de biomasa tuvo una velocidad especifica de crecimiento de u=0.423 d-1y un

tiempo de duplicacion td= 1.63 d (In2/p).
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Figura 17. Cinética de crecimiento de biomasa y polisacaridos a 30°C de la cepa G. curtisii en matraz
de 1,000 ml al 50% de capacidad con medio modificado.
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La cinética de crecimiento a 30°C permitid evaluar la produccién de polisacaridos
extracelulares bajo estas condiciones de temperatura. Durante el desarrollo de la misma, se
observa el incremento de los polisacaridos con respecto al tiempo, donde, en el segundo y

sexto dia se manifiesta una tendencia diduxica del cultivo. (Figura 18).

La produccion (Pmax) total de exopolisacaridos fue de 6.1 g/L. El rendimiento Y ps= fue de

1.03 mg P/g B.
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Figura 18. Cinética de crecimiento del rendimiento de los polisacaridos a 30°C de la cepa G. curtisii
en matraz de 1,000 ml al 50% de capacidad con medio modificado.
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8.2.3. Caracterizacion de la produccién de biomasa, exopolisacaridos y rendimiento a nivel
matraz 35°C.

Las cinéticas que se elaboraron a 35°C, representaron el punto en el cual ya no se podria
hacer crecer a la cepa G-397, ergo, el micelio del hongo no pudo desarrollarse bajo estas

condiciones de temperatura.

En consecuencia, este dato se toma en cuenta como el pardmetro maximo al cual
Ganoderma curtisii no es capaz de crecer. Durante la elaboracion de la cinética, se pudo
observar que el estrés provocado por la alta temperatura es demasiado como para generar

micelio (pellets).
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8.3. Caracterizacion del crecimiento de biomasa y polisacéridos a nivel biorreactor tanque
agitado en medio sin modificar a 30°C.

Bajo condiciones de un medio sin modificar (baja biodisponibilidad), se observa la clara
tendencia de la biomasa a descender, esto debido a, la presencia de cereal en el biorreactor.
En otras palabras, durante los primeros dias de toma de muestra existe sustrato en exceso
lo que hace que exista un margen de error en el bioensayo con respecto a la muestra.
Durante el tiempo de la fermentacion, se observa una disminucion de la biomasa debido a
gue el micelio va alimentandose del sustrato en el biorreactor, este comportamiento refleja
claramente que un medio modificado otorga resultados de mayor fidelidad, concluyendo

gue modificar ciertas variables en el experimento, nos arrojaria resultados mas precisos.

La produccién (Xmax) total de biomasa fue de 4.8 g/L
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Figura 19. Cinética de crecimiento de la biomasa y polisacaridos a 30°C de la cepa G. curtisii en
biorreactor tanque agitado de 7L con 50% de medio sin modificar.
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Por otra parte, la produccion de exopolisacaridos se observa en crecimiento, (Figura 19).

Aungue esto se refleje en la grafica, lo que sucede en realidad es que el micelio del hongo

empieza a crecer aprovechando el sustrato, que ademas al estar sin filtrar, interfiere en la

toma de muestra. Esto trae consigo un error en la interpretacion de datos, es por este motivo

que en la elaboracién de los bioensayos se decidio filtrar tres veces el medio para evitar todo

residuo en el experimento.

El pico mas alto de exopolisacaridos fue de 36.2 g/L en medio sin modificar. El rendimiento

Y p/s= fue de 4.46 mg P/g B. El andlisis de estos datos, nos otorga una perspectiva errénea

con respecto a parametros cinéticos.
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Figura 20. Cinética de crecimiento del rendimiento de los polisacaridos a 30°C de la cepa G. curtisii

en biorreactor tanque agitado de 7L con 50% de medio sin modificar.
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8.4. Andlisis de produccidon en diferentes condiciones de temperatura y medio modificado a
nivel biorreactor tanque agitado

8.4.1. Caracterizacion del crecimiento de biomasa y polisacéaridos a 25°C (primer bioensayo).

Se elaboraron cinéticas de crecimiento a 25°C para observar el comportamiento de la
biomasa y los polisacaridos que previamente se evaluaron a partir de matraz. En el
bioensayo, se percibe que el comportamiento diduxico se presenta en los dias dos y ocho en
la producciéon de biomasa. (Figura 21). Esto revela que en efecto, este tipo de modelo cinético
es viable para la produccién de polisacaridos extracelulares. Por ello, la agregacion de dos

alternativas de fuente de carbono resulte adecuado para el objetivo del presente trabajo.

La produccién maxima de biomasa (Xmax.) fue de 12.76 g/L al dia diez.
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Figura 21. Cinética de crecimiento de biomasa, exopolisacaridos y pH de la cepa G. curtisii en
biorreactor tanque agitado de 7L con 50% de medio modificado a 25°C.
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En contraparte, la produccion de los polisacaridos extracelulares, se manifiestan en los dias
seis y diez de la fermentacion, es decir, también presentan una tendencia de cultivo diduxico
en la cinética de crecimiento (Figura 21). En el biorreactor de tanque agitado, se observan
mejor las tendencias del cultivo diduxico con respecto a matraz, a causa de, que el
biorreactor ofrece mejores condiciones de cultivo para la cepa. La produccion total de

exopolisacaridos (Pmax.) fue de 2.72 g/L al dia diez.

En el bioensayo, se observé que una de las variables que tiende a bajar con el respecto al
tiempo de la fermentacién como de la produccién de biomasa y polisacaridos, es el pH. No
obstante, esta condicion también es observada en el trabajo previo de Nufiez-Urquiza, 2017.,
lo cual no determina la produccion del producto, sino, que durante el desarrollo de la
fermentacion también se producen otros metabolitos (acidos organicos), los cuales hacen

disminuir el pH en la fermentacion. (Figura 21).
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8.4.2 Rendimiento con respecto a la biomasa, (primer bioensayo).

La figura 22, es una muestra comparativa de rendimiento de los polisacéridos extracelulares
con respecto a la cantidad de biomasa producida. La forma de obtener estos resultados,
consiste en dividir la cantidad de producto (polisacérido) entre la cantidad de biomasa
producida. A diferencia de las cinéticas a 30 °C, estas produjeron un menor rendimiento,

donde la temperatura juega un papel fundamental.

El rendimiento Y p/s= fue de 0.21 mg P/g B de producto.
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Figura 22. Cinética de crecimiento del rendimiento de los polisacaridos de la cepa G. curtisii en
biorreactor tanque agitado de 7L ¢ con 50% de medio modificado a 25°C.
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8.4.3. Caracterizacion del crecimiento de biomasa y polisacéaridos 25°C, (segundo bioensayo).

El segundo bioensayo hecho a 25°C, alcanzo el maximo de produccién de biomasa dos dias
antes con respecto al primero. Como en la primera cinética, se demostré que en términos
de temperatura, esta interfiere, en la produccién de polisacaridos extracelulares. A pesar de
generar una cantidad optima de biomasa y mantener una tendencia diduxica en el cultivo,

no se genera una produccién considerable de polisacaridos.

La produccién maxima de biomasa (Xmax.) fue de 9.22 g/L al dia ocho.
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Figura 23. Segunda cinética de crecimiento de biomasa, exopolisacaridos y pH de la cepa G. curtisii
en biorreactor tanque agitado de 7L con 50% de medio modificado a 25°C.
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En esta segunda cinética de crecimiento, la produccién de polisacdridos extracelulares fue mas
baja en comparacion con las cinéticas a 30°C bajo las mismas condiciones de cultivo, salvo la
temperatura. Esto nos lleva a concluir, que las fuentes de carbono interfieren en distintos
tiempos de la fermentacion, y pueden ser la fuente de alimento para la cepa en la formacion
de los polisacaridos, pero el factor que determina una alta produccién de los polisacaridos
extracelulares, es la temperatura. En este bioensayo, resatalta que los tiempos en donde se
produce la mayor cantidad tanto de biomasa como exopolisacdridos, fue al dia ocho. La

produccion total de exopolisacaridos (Pmax.) fue de 2.9 g/L al dia ocho.

La disminucion del pH en el sistema de cultivo, se debe en gran medida a la produccién de
metabolitos biolégicamente activos de la cepa G-397. Esos metabolitos son los acidos
organicos, como el acido ganoderico, presente en la mayoria de especies del genero
Ganoderma como lo reporta Hu et al., (2017). Las tres graficas permiten identificar los puntos
maximos en la produccion de biomasa y producto, que en este bioensayo fue dos dias antes

con respecto a la primera cinética. (Figura 23).

62
Optimizacién en el proceso de producciéon de polisacaridos de Ganoderma curtisii



8.4.4. Rendimiento con respecto a la biomasa, (segundo bioensayo).

El rendimiento de las cinéticas de crecimiento elaboradas a 25°C, obtuvieron un rendimiento
menor que a mayor temperatura (30°C). Dichas observaciones, lo demuestran las graficas de
las cinéticas de crecimiento del rendimiento, a pesar de esto, la tendencia de cultivo diduxico
esta en manifiesto en ambos bioensayos, pero la produccién de exopolisacaridos es

claramente mayor a temperaturas mas altas.

El rendimiento Y p/s= fue de 0.31 mg P/g B de producto.

12 T T T T T T T T T _20

E 1.8

10 - o
u L

L]
|

ﬁ N

| L 0.4
TT———aA L
2 T L 0.2
TTT—

0.0

—u— Biomasa g/L
(mg P/g B)

]
\l
|
%
—p— Rendimiento

- p
T

—-0.2

[=]
(%]
£
oy
o

10

Tiempo (d)

Figura 24. Segunda cinética de crecimiento del rendimiento de los polisacdridos de la cepa G. curtisii
en biorreactor tanque agitado de 7L con 50% de medio modificado a 25°C.
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8.4.5. Andlisis estadistico de los bioensayos del cultivo de G. curtisii en biorreactor tanque
agitado a 25°C

El presente analisis estadistico, tuvo como fin observar los valores de discrepancia de cada
uno de los puntos con respecto a los dos bioensayos elaborados. Se calculé el error estandar
como la media de los dos experimentos. En la figura 25, se muestra el error estandar
manifestado en las barras de error, cada uno de los puntos representa la media de los dos

bioensayos.

Se percibe que los Ultimos dos puntos en el eje de la biomasa, existe una discrepancia
marcada de los datos que fueron disimiles en los Ultimos dias. A pesar de ello, la discrepancia
de los puntos en el eje de los polisacaridos fue escasa, esto se traduce en un error estandar
menos marcado, de tal forma, la certeza del bioensayo resulta mayor. La regresion lineal de
la produccion de biomasa tuvo una velocidad especifica de crecimiento p= 0.339 d-1 y un

tiempo de duplicacion td= 2.04 d (In2/p).
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Figura 25. Andlisis estadistico de los bioensayos elaborados a 25°C del cultivo de G. curtisii, se observa
error estdndar y media de ambos experimentos.
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8.4.6. Caracterizacién del crecimiento de biomasa y polisacaridos a 30°C, (primer bioensayo).

Los resultados obtenidos en un cultivo con medio modificado, otorgaron resultados con una
mejor tendencia en cuanto a la produccion de biomasa como de polisacaridos. En estos
bioensayos elaborados en biorreactor, se tomaron en cuenta variables como son

temperatura, agitacion y fuentes de carbono.

En la figura 26, se observa la produccidon de biomasa con respecto al tiempo, el punto maximo
de produccién fue al dia seis de la fermentacion. Se percibe el comportamiento esperado
debido a que se observan las diferentes fases de una fermentacion, (adaptacion,
crecimiento, estacionaria, deceso). Ademads de, observarse la tendencia de cultivo diduxico

en los dias dos y seis de la fermentacion.

La produccién maxima de biomasa (Xmax.) fue de 10.2 g/L al dia seis.
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Figura 26. Cinética de crecimiento de biomasa, exopolisacaridos y pH de la cepa G. curtisii en
biorreactor tanque agitado de 7L con 50% de medio modificado a 30°C.
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En términos de produccién de metabolitos secundarios (exopolisacaridos), el cultivo con
medio modificado, a temperatura de 30°C y una agitacion de 200 rpm, genera una tendencia
de cultivo diduxico. Esto, se clarifica en los dias seis y diez, durante esos dias la cepa tiende a
producir una cantidad importante de polisacaridos. Dadas las circunstancias, podemos decir
gue durante el dia seis, la cepa es capaz de aprovechar su primera fuente carbono, en este
caso, la malta. Por otro lado, en el dia diez, la cepa aprovecha el carbono y otros nutrientes
provenientes del cereal. Estas dos observaciones, fundamenten la hipdtesis de la produccion
de exopolisacaridos en funcion de la biomasa y de la fuente de carbono, asi como, de las
variables abidticas del medio. La produccidn total de exopolisacaridos (Pmax) fue de 6.4 g/L

al dia diez.

En este grafico, se entrelazan cada uno de los parametros cinéticos que se llevaron a cabo,
el pH sufre una pequefia disminucion (también observado por Nufiez-Urquiza, 2017, Legarda
et al., 2015, Papinutti et al., 2015). Esta cualidad ciclotimica del pH, se debe al consumo de
la fuente de carbono, como la produccién de otros metabolitos en el medio., cabe resaltar
que el presente trabajo no se usé buffer de fosfatos para mantener pH. La razén por la que
se desistid, es que posiblemente esté interfiera en la produccion de polisacaridos. También,

es posible que durante la disminucion del pH esté ligado a la produccion de dcidos organicos.

En la figura 26, se muestra la produccién de biomasa, la produccion de exopolisacaridos y el

pH, medido con respecto al tiempo de la fermentacién.
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8.4.7. Rendimiento con respecto a la biomasa, (primer bioensayo).

También, se evalud el rendimiento de la produccidn de exopolisacaridos por cada gramo de
biomasa producidos. La figura 27, nos muestra el comportamiento de la biomasa y el
rendimiento de los exopolisacaridos, en dicha grafica, se observa que a partir del cuarto y
octavo dia, existe un crecimiento diduxico, lo cual indica que la primera fuente de carbono
otorga una cantidad considerable de Carbono para la produccién de biomasa, mientras que,
la segunda (cereal) ayuda a crear el producto y la temperatura elevada determina la gran

cantidad de este.

El rendimiento Y p/s= fue de 0.62 mg P/g B de producto.
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Figura 27. Cinética de crecimiento del rendimiento con respecto a la biomasa de la cepa G. curtisii en
biorreactor tanque agitado de 7L con 50% de medio modificado a 30°C.
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8.4.8. Caracterizacién del crecimiento de biomasa y polisacaridos modificado a 30°C,

(segundo bioensayo).

Se llevé cabo una segunda cinética de diez dias, esto con el fin de comparar los datos

obtenidos de la cinética anterior. En esta cinética, el comportamiento del crecimiento de la

biomasa también desarrolla una tendencia diduxica salvo que en esta, se observa en los dias

cuatro y diez de la fermentacion.

Cabe resaltar, que durante la toma de muestra del punto seis, la disminucion tan drastica de

la biomasa fue motivo de cierto error en el bioensayo, por consiguiente, se decidié desistir

de este.

La produccién maxima de biomasa (Xmax.) fue de 12.38 g/L al dia diez.
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Figura 28. Segunda cinética de crecimiento de biomasa, exopolisacéridos y pH de la cepa G. curtisii

en biorreactor tanque agitado de 7L con 50% de medio modificado a 30°C.
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La produccion de los exopolisacaridos pudo ser valorada en funcién de la cantidad de
biomasa producida, esto se percibe, en la grafica de la figura 28. Cuando el crecimiento
celular de la cinética tiene un punto considerable de biomasa, la cepa es capaz de producir
la maxima cantidad de producto. De esta forma, utilizar un sistema diduxico, garantiza una
produccion elevada de biomasa que por consiguiente, generaria una importante cantidad de

polisacaridos extracelulares.

El cultivo diduxico, la agitacion y la temperatura elevada fueron variables que influyeron de
manera significativa en el cultivo de Ganoderma curtisii, logrando cumplir el objetivo de
producir mas producto bajo estas condiciones. La produccién total de exopolisacaridos

(Pmax) fue de 5.8 g/L al dia diez.

Se compararon las tres graficas anteriores en una, de esta forma, es mas visible la tendencia
del cultivo diduxico (Tanto biomasa como en polisacaridos). Con dos fuentes distintas de
carbono, agitacién y temperatura elevada, la produccion de exopolisacaridos es mayor con

respecto a condiciones con menor temperatura.
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8.4.9. Rendimiento con respecto a la biomasa, (segundo bioensayo).

Como en la cinética anterior a 30°C, se evalud el rendimiento de los exopolisacaridos
obtenidos, dichos resultados concuerdan con la cinética previa, variando ligeramente en la
cantidad de polisacaridos producidos. La figura 29 hace alusion al comportamiento del
rendimiento con respecto al tiempo y a la cantidad de biomasa producida. Al igual que en los
resultados de la cinética anterior, se observa que el crecimiento maximo de polisacaridos

extracelulares se registra en el dia diez de la fermentacion.

Estos indicios, evidencian que la segunda fuente de carbono es la encargada de intervenir en

la produccién de estos metabolitos, ademas de la temperatura.

El rendimiento Y p/s= fue de 0.46 mg P/g B de producto.
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Figura 29. Segunda cinética de crecimiento del Rendimiento con respecto a la biomasa de la cepa G.
curtisii en biorreactor tanque agitado de 7L con 50% de medio modificado a 30°C.
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8.4.10. Analisis estadistico de los bioensayos del cultivo de G. curtisii en biorreactor tanque
agitado a 30°C.
En este analisis estadistico como en el anterior, se midié la media entre los puntos de cada

bioensayo como el error estandar de los datos. El propdsito de dicho a analisis es verificar
los valores de discrepancia de cada uno de los puntos, esto significa que entre menor sea la
barra de error mayor serd la certeza del experimento. En los puntos finales como en el
tercero se percibe una desviacion considerable, aunado a la posible interpretacién de datos
durante el experimento, no obstante, en los puntos que corresponden a la produccién de

polisacaridos extracelulares, la discrepancia de los datos es poca.

La regresion lineal de la produccion de biomasa tuvo una velocidad especifica de crecimiento

1= 0.596 y un tiempo de duplicacion td= 1.16 d (In2/p)
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Figura 30. Andlisis estadistico de los bioensayos elaborados a 30°C del cultivo de G. curtisii, se observa
error estdndar y media de ambos experimentos.
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8.5. Cuantificacién del porcentaje glucanos totales por método enzimatico en biorreactor
tanque agitado a 30°C

La cuantificacion de los glucanos totales se implementd por via del KIT enzimatico K-YGBL
Megazyme para hongos y levaduras con ayuda de los ensayos incluidos en la metodologia
del mismo. Para obtener el valor de los glucanos totales, se implementd una formula a partir
de los valores de absorbancia obtenidos por el espectrofotémetro. El valor de los glucanos

totales se expresa en peso sobre peso del polisacarido (%w/w).

AE (%) (90)
Donde:

AE= El valor de la absorbancia de la muestra — absorbancia de reactivo blanco
F = El valor de la absorbancia de D-glucosa

W = El valor del peso de la muestra

Se obtuvo una cantidad de glucanos totales de 239.90 %w/w para la muestra obtenida del
extracto del hongo producido en biorreactor a 30°C, mientras que en la muestra del cuerpo
fructifero seco de Ganoderma curtisii, se cuantifico 22.41 %w/wy para el control 34.42 %w/w

de glucanos totales (Figura 31).

Estos datos, nos demuestran la cantidad de glucanos existentes en el extracto de Ganoderma
curtisii, que nos indica que bajo condiciones de temperatura elevada es posible incrementar
la cantidad de estos metabolitos, y que a partir de los basidiomas del hongo seco, la cantidad

de glucanos es considerablemente menor.
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Figura 31. Glucanos totales presentes en bioensayos elaborados en biorreactor a 30°C del cultivo de
G. curtisii, se observan tres muestras correspondientes al extracto, cuerpo fructifero y control.
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8.5.1. Determinacién de a-glucanos en biorreactor a 30°C

La cuantificacion de los a-glucanos se observa en la figura 32, en dicha gréfica, vemos la presencia
de estos metabolitos en tres diferentes muestras obtenidas a partir de extracto, el cuerpo fructifero
y el control del kit. Es importante mencionar que los valores de las graficas corresponden a la media
de tres datos. Los valores fueron 113.01 %w/w de a-glucanos en extracto, 10 %w/w para el basidioma
y el control un 3.81 %w/w. Esto refleja la gran presencia de estos metabolitos presentes en el extracto
de Ganoderma curtisii, que nos lleva a pensar que siguiendo una metodologia de produccién donde
las fuentes de carbono, agitacion y la temperatura tienen un papel importante para la eficacia

productiva de polisacdridos.
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Figura 32. a-glucanos en bioensayos elaborados a 30°C del cultivo de G. curtisii, se observan tres
muestras correspondientes al extracto, cuerpo fructifero y control.
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8.5.2. Determinacién de B-glucanos en biorreactor a 30°C

Los B- glucanos presentes en el extracto de G. curtisii también fueron sobresalientes, sus
valores fueron 126.89 %w/w para la muestra del extracto, 11.60 %w/w para la muestra del
cuerpo fructifero seco y 30% w/w para el control del kit. (Figura 33). Para obtener el valor de
estos metabolitos se resta la diferencia de los a-glucanos al valor de los glucanos totales. A
diferencia de los valores obtenidos en las cinéticas de matraz, en el biorreactor se pudo

contemplar una presencia equilibrada de ambos metabolitos.
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Figura 33. B-glucanos en bioensayos elaborados a 30°C del cultivo de G. curtisii, se observan tres
muestras correspondientes al extracto, cuerpo fructifero y control.
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8.6. Analisis por RMN del cultivo de Ganoderma curtisii a nivel biorreactor tanque agitado a 30
°C

El espectro de la RMN de 1H, a 500 Mhz nos permitié corroborar que en el cultivo de
Ganoderma curtisii, los polisacaridos son los componentes mas abundantes. Al observar las
sefiales con mayor intensidad en la region 3.7-3.8 ppm vemos que corresponden a acidos
organicos mientras que en la region 3.2-5.5 ppm corresponden a los polisacaridos. Esto se
debe, a la presencia de dobletes de los protones anoméricos que corresponden a grupos CH.
(Figura 34). Ademas, en laregidn 3.2 ppm se observa la presencia de los a-glucanos, por otro

lado, la regién 5.4 ppm muestra la presencia de los B-glucanos.

Este estudio, es de los mas certeros en Quimica organica, pues por medio de las sefiales que
genera el espectro, se puede conocer los metabolitos secundarios presentes en determinado

extracto.
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Figura 34. Espectro RMN 1H de la fraccion de polisacédridos soluble del cultivo en biorreactor tanque
agitado de Ganoderma curtisii.
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El espectro de la RMN de 1H, de la fraccién de polisacaridos ampliado, permitid observar a
mayor detalle los compuestos presentes en el cultivo de Ganoderma curtisii. Sin la sefial del
espectro del agua, pico 4.8 ppm, es posible ver a claridad los componentes mayoritarios en

el cultivo de Ganoderma curtisii.
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Figura 35. Espectro RMN 1H pre-saturado de la fraccion de polisacdridos soluble del cultivo en
biorreactor tanque agitado de Ganoderma curtisii.
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En el espectro DEPT-Q, se observan nueve sefiales en las regiones 70 ppm a 106 ppm, tres

corresponden a carbonos anoméricos 70.2 ,94.2 y 98.5.
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Figura 36. Espectro RMN DEPTQ de la fraccién de polisacaridos soluble del cultivo en biorreactor
tanque agitado de Ganoderma curtisii.
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8.7. Cuantificacién de los polifenoles totales en el cultivo de Ganoderma curtisii a nivel
biorreactor tanque agitado a 30 °C

Se realizaron dos pruebas con 1 ml de medio 1:1(Sin diluir), del cultivo de Ganoderma curtisii,
la absorbancia de las celdas fue 0.679 y 0.645 a una longitud de onda de 740 nm. Para
obtener la cuantificacién de polifenoles totales, se desarrolld la curva de calibracién en

equivalentes de acido galico (Figura 34).

De la ecuacién de la recta, y = mx + b, se despejo x para obtener los polifenoles totales. El
resultado de dichos metabolitos fue 74.58 pg/ml, y 69.72 ug/ml, esto permitio evaluar la
actividad antioxidante presente en el cultivo de Ganoderma curtisii a nivel biorreactor
tanque agitado bajo las condiciones especificas del cultivo, pues una de las cualidades de los

polifenoles es la actividad antioxidante.

Despejando “x” enla ecuacion Y = mx + b

y—-b
Entonces — =X
m
. 0.679—-0.1569
Sustituyendo —_— =
0.007
1.4 -
y =0.007x + 0.1569
12 - R?=0.9121
1 -

<
K
808 -
®
=
S 0.6 -
el
<

0.4 -

0.2 -

0 T T T 1
0 50 100 150 200

[Eq. Acido gélico (ug)]

Figura 37. Curva de calibracidon de acido gélico para cuantificar los polifenoles totales del cultivo de
Ganoderma curtisii en Biorreactor a 30°C.
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9. DISCUSION

El cultivo de Ganoderma spp., y el uso potencial con enfoque medicinal, ha sido una
alternativa significativa durante mucho tiempo en paises asidticos. No obstante, una de las
formas mdas comunes de la extraccién de metabolitos de este hongo, es por medio de
infusion durante tiempos prolongados del basidioma (cuerpo fructifero). Sin embargo, esta
técnica no resulta apropiada para la extraccion de polisacaridos y muchos compuestos
termoladbiles son degradados ademds de la obtencion de bajos rendimientos. Otra
metodologia utilizada es la extraccidn con solventes, sin embargo, el uso de algunos estan
restringidos por normas que controlan los productos que el ser humano puede consumir (De

la Federacion, D. O., 2016).

Nufiez-Urquiza (2017), menciona que la produccién de polisacaridos a partir de fases
miceliales en cultivo sumergido produce hasta 10 veces mas producto que lo obtenido
utilizando el cuerpo fructifero, puesto que cada 80 g de carpoforos, se pueden obtener 100

mg de polisacaridos.

Esta clara desventaja del cultivo sélido es la razon por la que el cultivo sumergido resulte una
buena estrategia productiva, de la cepa G-397, nativa del estado de Morelos. Aunado a esto,
Nufiez-Urquiza (2017), también resalta las cualidades de dicha cepa para producir
metabolitos secundarios, inherente a la naturaleza de la especie. Otro aspecto importante
de la produccion en medios sumergidos es la reproducibilidad de métodos, asi como, en los
metabolitos producidos ya que estos al ser producidos bajo las mismas condiciones son
susceptibles a estandarizacion, por lo tanto, en algunas ocasiones de produccién de
metabolitos libres de impurezas, lo que nos permite en un futuro la produccion de farmacos
especializados de origen natural y sin utilizar costosos sistemas de purificacion lo que a la

industria farmacéutica le es atractivo econdmicamente.
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Uno de los puntos mas importantes para el cultivo sumergido de Ganoderma, radica en el
uso adecuado de las fuentes de carbono, pues en ellas, se encuentran los nutrientes
fundamentales (carbono, minerales, azucares etc.) para que el micelio sea capaz de

aprovecharlos.

En el presente trabajo, se ajustaron variables para optimizar la produccién de polisacaridos
funcionales de Ganoderma curtisii, unas de esas variables es la fuente de carbono, en el cual
en cultivos convencionales se utiliza glucosa como fuente de carbono principal y de facil
asimilacién por las células fungicas, sustituyendo su adicidn por (extracto de malta no diatasa
al 3% , ademds de una fuente de carbono mas compleja, como lo es el almidén y la celulosa
presente en cereal a base de trigo en una concentracion al 2%). También, se ajusto la
velocidad de agitacion orbital, utilizando mayor velocidad de agitacion (200 rpm), lo que
produce mayor fragmentacién del micelio y por ende aceleramiento del crecimiento celular
y disminucion en el tamafio de pellet. Y por dltimo, se utilizd un mecanismo de estrés,
modificando la temperatura (25°C y 30°C), con la finalidad de inducir estimulacién en los

metabolitos responsables de la proteccion celular, como los son los polisacaridos.

Estas modificaciones se escalaron de un sistema en agitacion orbital a un sistema de
crecimiento de agitacion mecanica en un sistema de fermentacion controlada en un
biorreactor. Como resultado de estas modificaciones se observé un mejor rendimiento en la
produccion de biomasa y polisacaridos. Bajo estas condiciones, se elaboraron cinéticas, a
manera de predmbulo en matraz de 1,000 ml con 50% de capacidad de volumen de trabajo

se obtuvo una Xmax=4.30 g/L y Pmax= 3.96 g/L de los tiempos finales de la cinética (7 dias).

Estos resultados, fueron la base para elaborar el bioensayo tanto a nivel matraz como
biorreactor, pues modificando las variables previamente establecidas se logré observar un

mejor rendimiento en la produccion de biomasa y polisacaridos.

De los resultados pre-bioensayo, se obtuvieron también los rendimientos de los glucanos
totales (a-glucanos y B-glucanos), se llevaron a cabo por medio del kit-enzimatico K-YGBL
(Megazyme). En el andlisis mediante este método, se logré cuantificar una mayor cantidad
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de a-glucanos con respecto a los B-glucanos, algo novedoso ya que, la literatura y el propio
control establecen que las especies fungicas poseen una mayor cantidad de B-glucanos. Es
decir que la modificacion de unas cuantas variables pueden resultar significativas al

momento de obtener los resultados.

Los resultados obtenidos de la muestra del sobrenadante, se cuantificaron los glucanos
totales de Ganoderma curtisii, los cuales fueron 230.91 % w/w, mientras que Legarda, et al.,
(2015) reporta datos de dos muestra de glucanos totales de 39.63 % w/w y 40. 39 % w/w
para Ganoderma spp. Para el caso de los a-glucanos, se obtuvo un total de 154 % w/w y de
B-glucanos 76.86 % w/w, comparado con Legarda, et al.,, (2015) cuyos resultados fueron a-
glucanos 5.66 y 5.09 %w/w y B-glucanos 33.98 y 35.30 % w/w, se produjo una cantidad mas

elevada de ambos glucanos.

Otros reportes indican porcentajes de glucanos totales para algunas especies fungicas. Por
ejemplo, para Boletus edulis, la cantidad de glucanos totales reportados es 27.4 % w/w., 3.8
% w/w para a-glucanos y 23.8 % w/w de B-glucanos (Megazyme, 2011). Para la especie
Morchella conica el porcentaje de glucanos totales es de 26.8 %w/w, para a-glucanos 18.9y

B-glucanos 7.9 % w/w. (Megazyme, 2011).

Teniendo en cuenta a esta Ultima especie (Morchella conica), podemos decir que existe una
cantidad mayoritaria de a-glucanos en algunas especies de hongos macroscopicos
reportado. Ademas, los resultados de Legarda, et al.,, (2015), muestran una cantidad menor
de glucanos con respecto al presente trabajo donde las variables utilizadas resultaron viables

para la obtencién de estos polisacaridos.

Los resultados demostraron que bajo condiciones especificas de cultivo (sistema diduxico,
temperatura y agitacion) es posible influir en el desarrollo de determinados metabolitos

secundarios (polisacaridos) del hongo Ganoderma curtisii.

Se realizaron bioensayos a nivel matraz y biorreactor (tanque agitado), primeramente,

fueron a nivel matraz donde se tomaron las tres variables mencionadas anteriormente. Los
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datos obtenidos fueron Xmax= 4.7 g/L y Pmax= 6.09 g/L cuyo rendimiento fue Y ps= 1.29
g/ml en un tiempo de 10 dias de duracion de la fermentacién con Malta 3% y Cereal 2%, con

agitacion a 200 rpm, filtracion y temperatura de 25°C (Tabla 6).

La literatura muestra que es posible modificar las fuentes de carbonoy la temperatura, como
lo muestra Huang, H. C,, et al., (2009), Papinutti, L. (2010), Zhou, H et al., (2014), Liu, S. R., y
Zhang, W. R. (2018). Dichos autores, utilizaron alternativas para la fuente de carbono,
temperatura ambiente (25°C) y obtuvieron resultados en funcion de estas variables. Para el
caso de trabajosa30°C, Yang, F. C., & Liau, C. B. (1998), Legarda, X. L. et al., (2015) establecen
gue también es posible el crecimiento celular de especies de Ganoderma a estas condiciones.

Ver tabla de Anexo.

Con el medio modificado a 25°C es posible incrementar la produccién de biomasa vy
polisacaridos, en este trabajo se obtuvo casi 3 veces mas con respecto a los autores
mencionados. Salvo el trabajo de Pappinuti (2010), quien uso fuentes convencionales
glucosa y malta 4% y 6%, donde obtuvo Pmax de 15 g/L, aungque en un mayor tiempo de
fermentacion (21 dias). Huang, H. C., et al., (2009) y Liu, S. R., y Zhang, W. R. (2018)
obtuvieron una cantidad mayor de Xmax, 12.9 g/Ly 14.71 g/L, correspondientemente, pero

una menor cantidad de Polisacaridos (Pmax). Ver tabla de Anexo.

Tabla 6. Resultados obtenidos de las cinéticas nivel matraz a 25°C del presente trabajo

Especie F.C. pH ToC Xmax Pmax Tiempo Autor
(d)
Ganoderma curtisii Malta 3% _ 25°C 4.7 g/L  6.09g/L 10 Presente
trabajo
Cereal2%

En los bioensayos donde se realizaron cinéticas a 30°C, se logrd obtener resultados mas
satisfactorios, pues aunque Legarda, X, L., et al., (2015) logro producir una cantidad mayor
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de biomasa (12 g/L), no fue proporcional con la cantidad de polisacaridos producidos (2.6
g/L). Fang et al., (2002) y Zhong et al., (2002), también reportan grandes cantidades de
biomasa (15.4 g/Ly 16 g/L, respectivamente) pero una baja cantidad de producto (0.65 g/L
y 0.55 g/L).El presente trabajo obtuvo una cantidad de casi tres veces mayor con respecto a
estos autores en cuanto a polisacaridos, bajo estos criterio. (Tabla 7). Para las cinéticas en
matraz a 30 °C, se obtuvo Xmax= 5.9 y Pmax= 6.09 g/L con rendimiento de Y p/z= 1.03 mg P/g

B con las mismas condiciones antes mencionadas. Ver tabla de Anexo.

Tabla 7. Resultados obtenidos de las cinéticas nivel matraz a 30°C del presente trabajo

Especie F.C. pH TC Xmax Pmax Tiempo (d) Autor
Ganoderma Malta 3% 30°C 5.9 g/L 6.1g/L 10 Presente
curtisii trabajo
Cereal 2%

La alta produccion de polisacaridos tiene un impacto positivo en el rendimiento Y p/s, que
estd en funcion de la fuente de carbono, con respecto a los trabajos reportados puede
decirse que la fuente de carbono esta en una media y se aprovecha adecuadamente para la
produccion de biomasa. Las variables de temperatura y agitacién, representan condiciones

especificas que influyen en la produccion de biomasa y polisacaridos.

Una agitacion de mayor prolongacién garantiza la oxigenacion del sistema, haciendo que las
condiciones de cultivo se optimicen, mientras por otro lado, la temperatura puede utilizarse
como un elisitor abiotico y desarrolle perturbacién a la cepa, lo cual provoque la mayor
produccion de moléculas del metabolismo secundario (exopolisacaridos) como respuesta al

estrés generado.

La hipotesis del cultivo diduxico, se basa en el aprovechamiento de las fuentes de carbono

en diferentes periodos de la fermentacién. A pesar de que en especies de hongos
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macroscopicos no se hace énfasis en este concepto de ingenieria bioquimica, es importante

resaltarlo, pues en el presente trabajo se fijé expectativas hacia este modelo cinético.

En las graficas de los resultados, se percibe este comportamiento tanto en matraz (30°C)
como en biorreactor (25°C y 30°C), lo que conlleva a pensar que la administracion de dos
fuentes de carbono distintas (malta y cereal) influya directamente en la produccion de

biomasa en un primer momento y de exopolisacaridos en un segundo momento.

Se observa también, una mayor cantidad de polisacaridos producidos a nivel matraz que con
respecto a biorreactor, no resulta del todo certero, esto en consecuencia del tipo de
condiciones fisicas de uno y otro bioensayo. En el matraz, el espacio fisico donde crece el
hongo en los Ultimos dias resulta demasiado pequefio, esto hace que llegue a un punto
donde la biomasa quede completamente viscosa y sea dificil separar los exopolisacaridos.
Por deduccion, es posible que las muestras de los Ultimos dias de matraz contengan residuo

de biomasa vy esto interfiera levemente en los resultados.

Los bioensayos a nivel biorreactor tanque agitado, por otra parte, fueron mas certeros, tanto
a 25°C como 30°C. En estas cinéticas de crecimiento, se observé el adecuado desarrollo del
micelio del hongo, aungue alcanzo un desarrollo micelial considerado (biomasa), no llego a
punto tal como en matraz. La produccién maxima de biomasa (Xmax) fue de 12.76 g/L y de
polisacaridos extracelulares (Pmax) 2.72 g/L en condiciones de temperatura a 25°C, con un

rendimiento de 0.21 mg P/g B (Tabla 8).

La segunda caracterizacion del cultivo fue Xmax de 9.22 y Pmax de 2.9 tuvo un rendimiento
de 0.31 mg P/g B. En los bioensayos hechos en biorreactor, se desarrolla la tendencia de
cultivo diduxico por las dos fuentes de carbono aplicadas, salvo que, en los bioensayos a 25°C
la produccion de polisacéaridos extracelulares no fue tan grande como a 30°C. Ver tabla de

Anexo.
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Tabla 8. Resultados obtenidos de las cinéticas nivel biorreactor a 25°C del presente trabajo

Especie F.C. pH TC Xmax Pmax Tiempo (d) Autor
Ganoderma Malta 3% 250C 12.7 g/L 2.72 10 Presente
curtisii trabajo
Cereal 2% 250C 9.228/L 29¢g/L

Los bioensayos a 30°C elaborados en biorreactor tanque agitado, obtuvieron resultados de
Xmax de 10.2 g/L y Pmax de 6.4 g/L en condiciones de temperatura elevada, con un
rendimiento de 0.62 mg P/g B. En el segundo bioensayo, los resultados para Xmax fue 12.38
g/L'y Pmax 5.8 g/L con un rendimiento de 0.46 mg P/g B. Estos resultados, otorgaron un
analisis profundo en torno a la aplicacion de variables especificas de las condiciones de
cultivo hacia la busqueda de metabolitos secundarios, en este caso, exopolisacaridos (Tabla

9).

Autores como Choi, D.et al., (2007), quienes obtuvieron Xmax de 7.9 g/Ly Pmax de 2.6 g/L a
través de biorreactor tanque agitado, ya reportaban la posibilidad de modificar las
condiciones de cultivo (30°C y dos fuentes de carbono), para la produccion de
exopolisacaridos de Ganoderma lucidum, sin en cambio, no obtuvieron la misma cantidad de

producto.

Berovic et al., (2015) realizaron cinéticas de crecimiento en biorreactor a 30°C, donde
obtuvieron Xmax 17 g/L y Pmax de 1.7 g/L con solo una fuente de carbono (glucosa). La
cantidad de producto fue de una décima parte al solo usarse una fuente de carbono, pues
aunque hubo una importante produccion de biomasa, no fue asi con los polisacaridos de
Ganoderma lucidum. Estos mismos autores, reportan para la especie Grifola frondosa una

Xmax de 15.2 g/L y Pmax de 3.6 g/L, es decir que también la propia naturaleza de la especie
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interfiere en la formacién de metabolitos secundarios, puesto que, las condiciones tanto de

temperatura como una Unica fuente de carbono fueron las mismas.

Tabla 9. Resultados obtenidos de las cinéticas nivel biorreactor a 30°C del presente trabajo

Especie F.C. pH TC Xmax Pmax Tiempo (d) Autor
Ganoderma Malta 3% 30°C 10.2 g/L 6.4.g/L 10 Presente
curtisii trabajo
Cereal 2% 30°C 123g/L 5.8g/L

Solo el caso de Legarda, X. L. et al., (2015), sale de este patrdn, ellos lograron obtener una
increible Xmax de 156 g/L con una Pmax de 26 g/L, empero, utilizaron dos fuentes elevadas
de carbono., Bio 3% (residuo agroindustrial) y lactosa 10% para una cepa reportada como
Ganoderma spp., silvestre. En este ejemplo, recae dos de los argumentos anteriores, una es
la utilizacién de dos fuetes de carbono en el cultivo de Ganoderma spp (cultivo diduxico), y
la otra las cualidades bioldgicas de las especies. Por tanto, algunas especies de hongos
macroscopicos pueden responder de manera positiva a las fuentes de carbono, como a la

estimulacion por temperatura para producir metabolitos secundarios.

La cuantificacion de los glucanos totales producidos en biorreactor a 30°C, fue 239.90 %w/w
en el extracto, mientras que en la muestra del cuerpo fructifero seco se cuantifico 22.41
%w/w y para el control 34.42 %w/w de glucanos totales. A diferencia de las muestras de las
cinéticas previas, en estos resultados se obtuvo una cantidad casi semejante de a-glucanos
y B-glucanos. Los valores de a-glucanos en extracto fueron 113.01 %w/w, 10 %w/w para el basidioma
y el control un 3.81 %w/w. Para los B- glucanos presentes en el extracto también fueron
sobresalientes, sus valores fueron 126.89 %w/w para la muestra del extracto, 11.60 %w/w

para la muestra del cuerpo fructifero seco y 30% w/w para el control del kit.
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La presencia de estos dos metabolitos se ve en manifiesto en el analisis por RMN hecho del
extracto del hongo, pues en dicho se observan los singuletes que corresponden a protones
anoméricos de CH cuyas constante de acoplamiento estdan en 3 a 4 pmm para alfay3 a8
pmm para beta, esto nos refiere que en efecto ambos metabolitos se encuentran en forma
casi igualitaria bajo condiciones de temperatura elevada y modificacién de las fuente de

carbono pero en un biorreactor tanque agitado.

Los polifenoles que se cuantificaron a nivel biorreactor bajo condiciones elevadas de
temperatura y modificacion del medio con respecto a las fuentes de carbono, no tuvieron
una cantidad prevaleciente basado en otros autores. Los valores obtenidos fueron 0.0697
mg/ml y 0.0745 mg/ml, empero, autores como Mohsin et. al., (2011) reportan valores de

0.953 mg/mly 3.295 mg/ml de una cepa silvestre de Ganoderma lucidum.

Dubost, et. al., (2007) reportan una cantidad importante de polifenoles para Agaricus
bisporus, los valores son de 4.2 a 10.6 mg/g para dicha especie. Para especies como L, edodes,
P.otreatus y G .frondosa la cantidad de polifenoles es un poco menor, los valores obtenidos
rondan entre 0.21- 2,6 mg /g. Cabe resaltar que la R2 de este Ultimo autor fue de 0.86.
Huerta et. al., reportan para extractos hidroalcoholicos de Ganoderma curtisii valores de
35.63 mg/g y en extractos etanolicos de 49.14 mg/g provenientes de cuerpo fructifero, es
decir, los polifenoles son compuestos que estdn mayormente representados en los

basidiomas y no a partir del cultivo sumergido.

88
Optimizacién en el proceso de producciéon de polisacaridos de Ganoderma curtisii



10. CONCLUSIONES

El cultivo diduxico a nivel matraz, pero mejor observado en biorreactor tanque
agitado, resulta viable para producir una cantidad importante de biomasa y
polisacaridos extracelulares, esto se debe, a la disponibilidad de las fuentes de
carbono que son aprovechadas en dos momentos de la fermentacion.

La produccién de glucanos totales fue mayoritaria con respecto al control del kit
enzimatico como de la literatura. Los o-glucanos, fueron mayoria en el cultivo de
Ganoderma curtisii con respecto a los PB-glucanos bajo condiciones de cultivo
controladas en las cinéticas del andlisis previo pero con el medio modificado a nivel
matraz.

El aumento de temperatura (30°C) en el cultivo de Ganoderma curtisii a nivel
biorreactor tanque agitado fue determinante para la produccion de polisacaridos
extracelulares, a pesar de, observarse la misma tendencia diduxica tanto a 25°C como
a 30°C, solo en esta ultima hubo un aumento en la produccién de exopolisacaridos.

En la cuantificaciéon de glucanos totales en biorreactor a 30°C, se observd una
cantidad casi semejante de ambos tipos de glucanos, contario a, las cinéticas previas
en matraz, donde los a-glucanos fueron mayoria pero en ambos ensayos se demostré
la gran cantidad de estos metabolitos presentes en el cultivo de Ganoderma curtisii.

La cuantificacion de polifenoles también pudo ser reportado, salvo que esos
metabolitos no son tan abundantes como en otras especies de hongos empero, si se
encuentran presentes en el cultivo de Ganoderma curtisii.

Ganoderma curtisii es una cepa capaz de producir una cantidad importante de
polisacaridos extracelulares, esto quiza se deba a la naturaleza silvestre de la cepa,
donde en condiciones adversas es capaz de subsistir por medio de produccion de
metabolitos secundarios.
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ANEXOS

Especie F.C. pH T°C Xmax Pmax t Autor
(dias)

Ganoderma Semilla de coix, 25°C 3.9g/L 0.283 7 Zhou,Hetal.,
lucidum coixenolide g/L (2014)

0.05%

Glucosa 2.5%
Ganoderma 0.75g/L 14.71 0.74 12 Liu, S. R., & Zhang,
lucidum Trigo/semilla g/L g/L W. R. (2018)
Ganoderma Glucosa 4% 3.5 15g/L 21 Papinutti, L. (2010)
lucidum Malta 6%
Ganoderma Glucosa 1% 4 432g/L 22g/L 12 Papinutti, L. (2010)
lucidum Malta 1%
Ganoderma Aceite de maiz 129g/L 1.03 13 Huang, H. C., et al
lucidum 2% g/L (2009).
Ganoderma Glucosa 5% 4 30°C 1.6 14 Yang, F. C., & Liau,
lucidum Levadura 0.01% mg/ml C. B. (1998)

* rend.

Ganoderma Medio Bio 3% 4 30°C 12¢g/L 2.6g/L 10 Legarda, X. L. et
sp. al., (2015).

Lactosa 10%

Trabajos realizados a nivel matraz para especies de del genero Ganoderma de acuerdo a la

literatura revisada en el presente.
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Especie F.C pH T°C Xmax Pmax t (dias) Autor
Fomitopsis  Glucosa al 6 25°C 79g/L  26g/L 12 Choi, D.et
pinicola 4% al.,
(2007).
Malta 0.1%
Levadura
0.5%
Ganoderma Glucosa3% 4 30°C - 1.8 12 Yang, F.
lucidum extracto de mg/ml C.,&
levadura *Rend. Liau, C. B.
0.1% (1998)
Ganoderma Glucosa3% 5-4 30°C 17 g/L 1.7g/L 14 Berovic
lucidum etal.,
(2015)
Grifola Glucosa3% 5-4 28°C 15.2g/L 3.6g/L 28 Berovic
frondosa etal,
(2015)
Ganoderma Bio 3% 153g/L  26¢g/L 5 Legarda,
sp. lactosa 10% X. L et
30°C al.,
(2015).

Trabajos realizados a nivel biorreactor para especies de del genero Ganoderma de acuerdo

a la literatura revisada en el presente.
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El experimento COSY, nos permite asignar los desplazamientos quimicos de cada 1H de las

unidades de los polisacaridos, usando los acoplamientos que se muestran en el espectro.
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Espectro RMN COSY de la fraccion de polisacaridos soluble del cultivo en Bioreactor agitado de
Ganoderma curtisii.
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El experimento TOCSY, ayuda a determinar las sefiales del sistema de espines de los

polisacaridos, esto se logra, a partir de los desplazamientos quimicos de las porciones

anomeéricas.
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El experimento HSQC, permite conocer los desplazamientos quimicos que en los protones

de dtomos de C, se encuentren unidos.
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99
Optimizacién en el proceso de producciéon de polisacaridos de Ganoderma curtisii

f1 (ppm)



Los sitos de union, de los diferentes polisacdridos se determinaron por el experimentos

HMBC, esto, por medio de correlaciones entre si.
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Biorreactor tipo tanque agitado de 7L por medio del cual se desarrollaron las cinéticas de
crecimiento para evaluar su produccién de biomasa y polisacaridos extracelulares. La imagen

corresponde al biorreactor a 30°C de la cepa G-397 del hongo Ganoderma curtisii.
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Pellets mas homogéneos de la biomasa obtenidos de biorreactor tipo tanque. La imagen

corresponde al biorreactor a 30°C de la cepa G-397 del hongo Ganoderma curtisii.

Pellets de biomasa obtenidos de biorreactor tipo tanque. La imagen corresponde al

biorreactor a 25°C de la cepa G-397 del hongo Ganoderma curtisii.
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La imagen corresponde a las muestras obtenidas del biorreactor tanque agitado a 30°C de la
cepa G-397 del hongo Ganoderma curtisii. a) Biomasa apunto de procesar para obtener peso

constante, b) Polisacaridos excretados al medio listos para procesar.

La imagen corresponde a las muestras obtenidas del biorreactor tanque agitado a 25°C de la

cepa G-397 del hongo Ganoderma curtisii. a) Biomasa fresca a procesar en peso constante,

b) Polisacaridos excretados al medio.
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Imdgenes correspondientes al biorreactor tanque agitado con el cultivo de la cepa G-397 del
hongo Ganoderma curtisii. a) Biorreactor a 30°C, donde se observa una gran cantidad de
biomasa al final de la cinética. b) Biorreactor a 25°C, igual forma corresponde al final de la

cinética, salvo que en este caso la biomasa no rodeo la superficie del biorreactor.
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