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Resumen

Amauroderma omphalodes es un basidiomiceto perteneciente a la familia Ganodermataceae
el cual comparte caracteristicas taxondémicas similares al hongo Ganoderma lucidum, que ha
sido ampliamente estudiado para la produccion de compuestos bioactivos. Debido a que no
se encontraron reportes del hongo Amauroderma omphalodes, se tom6 el modelo bioldgico
de G. lucidum, para la produccion de biomasa del hongo de estudio. Para los cultivos
sumergidos realizados, se ajustd el pH inicial a 5,5, una agitacion de 120 rpm y una
temperatura de 30°C durante 12 dias.

Este trabajo evalud el efecto de las fuentes de carbono (glucosa, lactosa y sacarosa), la fuente
de nitrégeno (extracto de levadura, peptona y una relacion 50/50 extracto de levadura
peptona) y la relacion carbono/nitrégeno (10/1, 40/1, 12/1, 5/1 y 20/1) sobre la produccion
de biomasa. El medio de cultivo que favorecid la mayor produccion de biomasa fue sacarosa
(35 g/l) - extracto de levadura (7,7 g/l) alcanzando una concentracion de 18,3 + 0,5 g/l. La
relacién que mas favorecid la produccion de biomasa fue la relacion 12/1 con una produccion
de biomasa de 15,1 + 0,5 g/I.

1. Introduccién

Los hongos han sido importantes en la dieta por su valor nutricional, contienen una cantidad
de proteinas digestibles, carbohidratos, fibra, vitaminas, minerales y antioxidantes.
Recientemente, han sido atractivos como alimento funcional y fuente medicamente eficiente
en terapias contra el cancer, antiviral, inmunopotenciadora y actividad hipolipidémica [1],
[2]. Los hongos de la familia Ganodermataceae son de importancia economica ya que
incluyen varias especies con propiedades medicinales con actividad antitumoral,



inmunomodulador, antiinflamatorio, antinociceptivo, antiviral, antioxidante, efectos
hipoglucémicos y hepatoprotectores [3], [4], [5]. Los principales compuestos bioactivos son
polisacéridos, terpenoides y esteroles [6], [7], [8]. Los polisacéridos, que se han aislado de
Ganoderma lucidum, Cordyceps sinensis, Lentinula edodes, Coriolus versicolor, Grifola
frondosa, Schizophyllum commune, poseen actividad anticancerigena principalmente a través
de la activacion del sistema inmunitario y la facilidad de las células inmunes para atacar las
células cancerosas [9].

Amauroderma omphalodes, es una especie que se encuentra dentro del filo Basidiomycota,
clase Agaricomycetes (Homobasidiomycetes), orden Polyporal, familia Ganodermataceae y
género Amauroderma [10], [11]. Por pertenecer a la familia Ganodermatacea, se presume
que pueda producir metabolitos como los que posee G. lucidum, el cual ha sido conocido en
Japdn, Chinay otros paises como un alimento y materia prima para el desarrollo de drogas y
compuestos funcionales [12]. Para el género Amauroderma se han reportado
aproximadamente 30 especies diseminadas por las areas tropicales y para el caso de A.
grosero se ha examinado el efecto anticancerigeno en las lineas celulares de carcinoma de
mama. Asi mismo, estudios recientes muestran que A. grosero tiene una actividad
significativamente mayor en la eliminacion de células cancerosas que G. lucidum [13] y para
A. rugosum, se ha reportado como una buena fuente de nutrientes y actividad antioxidante y
antiinflamatorias [14].

Para el caso de A. omphalodes, hongo objeto de estudio de este trabajo, no se ha reportado
crecimiento en cultivo sumergido, asi como propiedades biologicas de interés comercial. Sin
embargo, por pertenecer a la familia Ganodermatacea y compartir caracteristicas taxonémicas
propias de ella, podria este sistema bioldgico ser una fuente inexplorada de productos
naturales, que pueden constituir una fortaleza para generar estrategias de mantenimiento de
bienes bioldgicos, con proyeccion econdmica relevante [15].

Los reportes de la familia Ganodermatacea para produccion de biomasa y metabolitos de
interés bioldgico en cultivos sumergidos, se han presentado en modelos bioldgicos tales
como, hongos polypolares [16], Humphreya coffeata [17], Psilocybe [18], Grifola [19] y
Ganoderma lucidum [4], evaluando condiciones de pH 5,5 [19], 6,0 y 6,5 [16], temperaturas
de 26°C y 30 °C [19], [4] y agitacion 120 rpm [19]. En estas investigaciones se ha identificado
que los rangos de pH que favorecen la produccién de biomasa son de 4,0 5,0 y 5,5 [4], [20],
temperatura de 30 °C [5] y agitacion de 120 rpm [4], [5].

Por otra parte, la mayoria de los trabajos experimentales realizados, indican que las fuentes
de carbono maés utilizadas para la produccion de biomasa son: glucosa [5], [20], [21], [22],
[23], sacarosa [4], [21], [22], lactosa [4], [19], [22] fructosa [21] y maltosa [21]. Como
fuentes de nitrogeno se han empleado el extracto de levadura [4], [22], [21], , peptona [4],
[19], [22], y licor de maiz [19]. Investigaciones llevadas a cabo con la familia



Ganodermatacea para la obtencion de biomasa, emplean alrededor de 40 g de glucosa y 60 g
de extracto de malta [22], para la produccién de biomasa Agaricus brasiliensis, 2% de la
fuente de carbono evaluando la glucosa, fructosa, maltosa y sacarosa, y el 0,2 % de la fuente
de nitrégeno evaluando el extracto de levadura y la peptona fueron utilizados [21]. Reportes
con G. lucidum, muestran que la produccion de biomasa de se ve favorecida por la presencia
en el medio de cultivo de relaciones carbono/nitrégeno (C/N) cercanas a 16/1, 22/1,6 [4],
16,4/1,3 [5] 10/2 [21] 16,7/1 [23] conforme a la composicion tipica de los hongos [23], asi
como, por la presencia de sustratos complejos como la harina de cebada, que le aportan
ademas de la fuente de carbono, micronutrientes necesarios para el desarrollo y crecimiento
del hongo [21], [22].

El propdsito de este trabajo fue evaluar las fuentes de carbono, fuentes de nitrégeno y la
relacion carbono nitrégeno sobre la produccién de biomasa de A. omphalodes en cultivo
sumergido. Esta investigacion es pertinente porque va a aportar resultados que van a permitir
enriquecer el estado del arte relacionado con el estudio del hongo, ya que la literatura es
escasa para este sistema.

2. Materiales y métodos

El hongo A. omphalodes se encuentra almacenado en el laboratorio de Bioprocesos de la
Universidad Eafit y se conserva en papel filtro de 0,5 cm de didmetro, en agua destilada estéril
y almacenados a 4 °C.

2.1 Activacion de la cepa

Para la activaciéon de la cepa se utilizd un disco de papel filtro con el micelio, que fue
transferido a una caja Petri con medio PDA e incubada durante 7 dias a 30 °C.

2.2 Preparacion del inéculo

Para la preparacion del indculo se utilizaron 3 discos de agar, que fueron transferidos en
matraces bafleados de 250 ml con 50 ml de medio, con la siguiente composicion (g/l): glucosa
35; peptona 5; Extracto de levadura 2,5; KH,PO,H,0 1; MgSO,H,0 0,5; vitamina B1 0,05
medio modificado descrito por [24], incubados a 150 rpm y 30°C por 72 horas, con un pH
inicial de 5,5 [23].

2.3 Cultivos celulares variando la fuente de carbono y nitrégeno



Para el cultivo, 5 ml del in6culo fueron adicionados a matraces convencionales de 250 ml
con 45 ml de medio de cultivo con la siguiente composicion [24] en (g/l): KH2PO4 0,88,
MgSO4 0,5 y Vitamina B1 0,05, variando la fuente de carbono entre sacarosa, lactosa y
glucosa con una concentracion de 35 g/l; para la fuente de nitrégeno se uso extracto de
levadura 7,7 g/l, peptona 1,1 g/l y para la relacién 50 /50 peptona 0,5 g/l y extracto de levadura
3,9 g/I. manteniendo una relacion carbono nitrégeno de 16/1. Los matraces fueron incubados
a 120 rpm y 30°C por 72 horas, a un pH inicial de 5,5 [23]. En la Tabla 1, se presentan las
fuentes de carbono y fuentes de nitrogeno evaluadas.

Tabla 1. Medios de cultivo variando las fuentes de carbono y nitrégeno.

Fuentes de Carbono (FC) Fuentes de Nitrogeno (FN)

Extracto de levadura (E)

Glucosa (G) Peptona (P)

Extracto de levadura — Peptona (E-P)
Extracto de levadura (E)

Lactosa (L) Peptona (P)

Extracto de levadura — Peptona (E-P)
Extracto de levadura (E)

Sacarosa (S) Peptona (P)

Extracto de levadura — Peptona (E-P)

2.4 Cultivo celulares variando la relacion carbono y nitrégeno

La activacion de la cepa y la preparacion del indculo se realizaron bajo la metodologia
descrita en el numeral 2.1y 2.2.

Las fuentes de carbono y las fuentes de nitrégeno que favorecieron la produccién de biomasa
bajo los experimentos del numeral 2.3, fueron los sustratos que se emplearon para la
evaluacion de la relacién Carbono/Nitrégeno (C/N).

Para el cultivo, 5 ml del indculo fueron transferidos a matraces convencionales de 250 ml con
45 ml de medio de cultivo con la siguiente composicion: KH2POs 0.88, MgSQO4 0,5 y
Vitamina B1 0,05 (g/) [24] y variando relaciones C/N: 10/1, 40/1, 12/1, 5/1 y 20/1. Los
matraces fueron incubados a 120 rpm, 30 °C y un pH inicial de 5,5 durante 12 dias.

2. 5 Determinacion de biomasa

La cuantificacion de biomasa de Amauroderma omphalodes se determind por el método
gravimétrico de peso seco, filtrando al vacio todo el cultivo celular a través de papel filtro
Whatman #2, previamente pesado. La biomasa se lavd con agua destilada y posteriormente



fue secada a 70 °C durante 24 horas para obtener el peso y por diferencia de pesos determinar
la cantidad de biomasa [23].

3. Resultados y analisis

3.1. Resultados de Cultivos celulares variando la fuente de carbono y nitrégeno

Los promedios de la concentracion de biomasa para las diferentes fuentes de carbono
evaluadas se presentan en la grafica 1.
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Grafica 1. Promedio de la concentracion de biomasa para las fuentes de carbono evaluadas. G
(Glucosa), L (Lactosa), S (Sacarosa). Resultados con la misma letra no muestran diferencias
significativas con las pruebas de Tukey y LSD.

Para todos los sistemas, la concentracion de biomasa estuvo alrededor de 11,7 + 0,2 g/I; no
presentandose diferencias estadisticamente significativas al aplicarse los métodos de Tukey
y LSD (p<0,05) en cuanto a la fuente de carbono. Caso contrario, ocurre con los promedios
de las concentraciones de biomasa alcanzadas cuando se evaluaron las fuentes de nitrogeno
(Grafica 2), donde si se presentan diferencias significativas en la produccion de biomasa,
alcanzandose una concentracién de 14,7 + 0,6 g/l para los medios enriquecidos con extracto
de levadura; 10% mas que con los medios con composicion de extracto de levadura —peptona
y 50 % mas, al ser comparado con los medios con peptona.
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Grafica 2. Promedio de la concentracion de biomasa para las fuentes de nitrégeno evaluadas. E
(Extracto de levadura), P (Peptona), E-P (Extracto de levadura-Peptona). Resultados con la misma
letra no muestran diferencias significativas con las pruebas de Tukey y LSD.

Al comparar el efecto de la fuente de carbono y nitrégeno de forma simultanea sobre la
produccién de biomasa (Grafica 3), se encuentra que los medios de cultivo donde esta
presente el extracto de levadura muestran las mayores concentraciones de biomasa, siendo el
medio enriquecido con sacarosa, como fuente de carbono, y extracto de levadura, como
fuente de nitrogeno, el que favorece la produccion de A. omphalodes alcanzandose una
concentracion de 18,3 + 0,5 g/l a los 12 dias de cultivo. Los medios enriquecidos con peptona
como Unica fuente de nitrégeno no favorecen la produccion de altas concentraciones de
biomasa, como se observa para los medios con sacarosa y lactosa donde se alcanzan
concentraciones de 4,5 + 0,6 g/l y 6,6 + 1,5 g/l de biomasa, respectivamente.

Resultados similares a los obtenidos en el presente estudio fueron reportados por [25] donde
evaluaron la produccién de biomasa de G. lucidum variando las fuentes de carbono; no
encontrando diferencias significativas entre glucosa, sacarosa y lactosa, obteniendo
concentraciones de biomasa de 9,5 g/l para el medio enriquecido con 50 g/l de sacarosa y
13,3 g/l de extracto de levadura. En [26] se evalud la sacarosa como fuente de carbono y
extracto de levadura, extracto de malta como fuentes de nitrogeno, el medio que favorecio la
produccion de biomasa fue de 12,1 g/l de sacarosa y 2,3 g/l de extracto de levadura,
encontrando que la sacarosa tenia un efecto estimulante en la produccion de biomasa en G.
lucidum alcanzandose concentraciones de 18,7 g/l. Tendencias similares en el uso de la fuente
de nitrégeno fueron encontrados por [27], quienes evaluaron diferentes fuentes de nitrégeno,
encontrando que el extracto de levadura favorecia la produccién de biomasa del G. lucidum,



coincidiendo con los resultados obtenidos en esta investigacion. Resultados disimiles fueron
encontrados en [28] donde la sacarosa tenia un efecto inferior en la produccion de biomasa
de G. lucidum al ser comparadas con la glucosa y galactosa como fuente de carbono donde
se alcanzaron concentraciones de biomasa de 25,5 g/l g/l para la glucosa; resultados
similares, a los hallados en [29], donde obtuvieron con glucosa como fuente de carbono y
extracto de malta como fuente de nitrégeno las mejores concentraciones de biomasa de G.
lucidum (4,3 g/l). Por su parte, [29] encontrd que la peptona y la sacarosa tenian mayores
efectos significativos sobre la produccion de biomasa para el modelo biologico de G.
lucidum, cuando fueron comparados con medios de cultivo con glucosa, celulosa y lactosa
como fuente de carbono y extracto de malta y asparagina como fuente de nitrégeno.
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Graéfica 3. Concentracion de biomasa promedio y pH al final del cultivo de los cultivos celulares
variando la fuente de carbono y nitrégeno. G-E (Glucosa-Extracto de levadura), G-P (Glucosa-
Peptona), G-E-P (Glucosa-Extracto de levadura-Peptona), L-E (Lactosa-Extracto de levadura), L-P
(Lactosa-Peptona), L-E-P (Lactosa-Extracto de levadura-Peptona), S-E (Sacarosa-Extracto de
levadura), S-P (Sacarosa-Peptona), S-E-P (Sacarosa-Extracto de levadura-Peptona). Resultados con
la misma letra no muestran diferencias significativas con la prueba de Tukey para biomasa.

En la grafica 3 también se presentan los valores de pH del extracto de cultivo al final de la
fermentacion. En general los medios presentan un pH ligeramente acido y menor, comparado
con el pH inicial del cultivo que se ajustd a 5.5. Los cultivos con menores valores de pH
fueron en G-E-P (Glucosa-Extracto de levadura-Peptona) con un promedio de 4,3 = 0,5;
mientras que los mayores valores de pH se presentaron en el medio de G-E (Glucosa-Extracto
de levadura) con un promedio de 6,4 + 0,5. Este aumento de la acidez en la mayor parte de



los cultivos podria explicarse por la presencia de acidos organicos en se producen en el ciclo
del &cido citrico como lo reporta [28] quienes trabajaron cultivos de lote alimentado y su
comparacion con cultivos batch para la produccién de compuesto de G. lucidum, econtrando
disminucion en el pH durante los primeros 12 dias de cultivo.

3.2. Resultados de cultivos celulares variando la relacion carbono/nitrégeno

En la grafica 4, se presentan los resultados de la concentracion de biomasa a diferentes
relaciones carbono/nitrégeno, empleando como fuente de carbono la sacarosa y como fuente
de nitrogeno el extracto de levadura, condiciones que favorecieron la produccion de biomasa
como se discutié en el apartado 3.1.
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Grafica 4. Concentracion de biomasa promedio y pH al final del cultivo evaluando las relaciones
C/N. Resultados con la misma letra no muestran diferencias significativas con las pruebas de Tukey
y LSD para biomasa.

Las relaciones carbono/nitrogeno evaluadas experimentalmente que favorecen el crecimiento
de A. omphalodes son 12/1 y 40/1, donde se alcanzan concentraciones de biomasa de 15,1 +
13 g/l y 149 = 0,4 g/l respectivamente. Sin embargo, estas relaciones no presentan
diferencias estadisticamente significativas. Por otra parte, para G. lucidum la produccién de
biomasa encontrada por [5] estuvo en un rango entre 8,5 y 24,2 g/l donde aplicaron relaciones
de carbono/nitrégeno de 12/1 y 40/1 respectivamente, evaluaron la glucosa como fuente de
carbono y la peptona como fuente de nitrégeno sefialando que el aumento en la produccién
de biomasa se presenté cuando se empleaban niveles bajos de peptona y niveles altos de
glucosa, encontrando que, las condiciones de cultivo se ven significativamente favorecidas
por las concentraciones de glucosa.



Bajas relaciones C/N tiene un efecto negativo en la produccion de biomasa, esto posiblemente
a la limitacion por sustrato que puede generar estas bajas concentraciones donde se limitan
los nutrientes como fuente de carbono y fuente de energia. Relaciones superiores a 12/1
podrian no tener limitacion de nutrientes (FC y FN) en este estudio donde se encuentra que
por encima de esta relacion las concentraciones de biomasa estan por encima de 12 g/l.
Resultados similares fueron encontraron en [23] donde las relaciones carbono/nitrégeno, no
afectan la produccion de biomasa de G. lucidum cuando se trabajan con concentraciones altas
en la fuente de carbono, mientras que, a concentraciones bajas, la relacion carbono/nitrégeno
si afecta la produccion. Los autores reportan que la relacion 17/1 [23] es la que favorece la
produccion de biomasa, mientras que en [29] relaciones C/N alrededor de 20/1 aumentan la
produccion de biomasa y polisacaridos de Paecilomyces sinclairii.

4. Conclusiones

Los experimentos llevados a cabo permiten concluir que la fuente de carbono no afecta
significativamente la produccién de biomasa de A. omphalodes, mientras que el extracto de
levadura como fuente de nitrégeno favorece la produccion. La interaccién entre la fuente de
carbono y la fuente de nitrogeno tienen efectos sobre la produccion de biomasa, en tal sentido,
cuando se emple6 como fuente de carbono la sacarosa y como fuente de nitrégeno el extracto
de levadura, se alcanza la mayor concentracion de biomasa con valores de 18,3 + 0,5 g/l.

La relacién carbono nitrégeno tiene efectos significativos en la produccion de biomasa,
encontrdndose en este estudio, mayor produccion de biomasa (15,1 + 1,3 g/l) de
A.omphalodes con la relacion 12/1, asi mismo se encontrd que con relaciones C/N superiores
a 12/1 se favorece la produccion de biomasa.
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