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Introduccién

Resumen

La presente investigacion se basé en el desarrollo de un proceso 6ptimo mediante la
determinacion de las condiciones mas favorables relacionadas con la composicion del
medio de cultivo, aportado por fuentes de nutrientes no tradicionales, la cantidad del
mismo Yy del inéculo, para la hiperproduccién de metabolitos secundarios con potencial
antioxidante, de un macromiceto obtenido por fermentacion en estado liquido (FEL). En la
primera fase se selecciond, con base en la produccién de biomasa y la variabilidad de los
metabolitos, Hypsizigus tessulatus y como fuentes de nutrientes salvado de trigo y harina
de trigo integral. Posteriormente, a través del estudio de la cinética y la composicion de la
biomasa a lo largo de la fermentacion, se estableci6 el tiempo ideal del cultivo en nueve
dias. Después, aplicando un disefio central compuesto rotable, se determind la interaccion
entre los factores evaluados, encontrandose un efecto positivo de la proporcion de fuente
de nutrientes sobre la cantidad de biomasa para las dos fuentes de nutrientes, con un
aumento en la variabilidad estructural de compuestos triterpenoidales al emplear salvado
de trigo. Finalmente, la evaluacién de la actividad antioxidante de las biomasas, permitié
determinar que el salvado de trigo es el componente del medio mas apropiado para la

FEL, pues proporciona el producto biotecnolégico deseado.

Palabras clave: Cultivo sumergido, hongos comestibles, micelio, actividad antioxidante,
esteroles
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Abstract

Using liquid fermentation, an edible macromycetes species and two nutrients sources of
low cost and easy acquisition were selected, based on the production of biomass and
variability of the metabolites of half polarity. It was evaluated Grifola frondosa, Flammulina
velutipes and Hypsizigus tessulatus, selecting the latter, not only for the previous
parameters, but due to few studies related to its production of biomass using liquid
fermentation. Similarly, wheat bran and whole wheat flour are selected as a source of
nutrients due to greater variability of compounds. Therefore, we were looking for to
optimize the cultivation parameters of H. tessulatus growing in wheat bran and whole
wheat, particularly, the amount of nutrient source and inoculum, using a rotary composite
central design. The design results indicate a positive effect of the increase in the amount
of nutrient source in biomass production with a maximum of 4.654 g/L and 14.540 g/L for
wheat bran and whole wheat bran, respectively. It also point out greater variability in
triterpenoid compounds using wheat bran. Likewise, the biomass grown in this nutrient
source shows positive results in tests of antioxidant activity. For this reason, wheat bran is
highlighted as a source of nutrients with potential, since the point of view, of the structural
variability of triterpeniodal compounds and antioxidant activity, so as perspective, it is

propose to evaluate different parameters to increase its biomass production.

Keywords: Submerged culture, edible fungi, mycelium, antioxidant activity, sterols.
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Introduccién

Introduccioén

En las Ultimas décadas a nivel mundial se ha incrementado la demanda de productos
benéficos para la salud, llevando a una continua bisqueda de potenciales fuentes que
permitan satisfacer esta necesidad. Dentro de las opciones se encuentran los
macromicetos, usados tradicionalmente como alimento por sus propiedades
organolépticas y valor nutricional. Adicionalmente, los metabolitos sintetizados por estos
organismos han demostrado diversas actividades biol6gicas(1)(2)(3), atribuidas a la
presencia de polisacéridos, proteinas, fenoles, policétidos, triterpenoides, esteroides,
alcaloides nucledtidos, lactonas y acidos grasos(4). Dentro de estos compuestos, los
triterpenoides de origen fungico, comprenden una amplia variedad de estructuras, a las

cuales se les atribuye diversas actividades biologicas.

Sin embargo, es importante resaltar que en la mayoria de los casos, los metabolitos
biol6gicamente activos son producidos en bajas concentraciones de manera natural por
estos organismos, debido a esto, se requieren técnicas que incrementen no solo, la

produccion de biomasa, sino de los compuestos de interés.

En algunas culturas se ha desarrollado, a través de cientos de afios, el cultivo tradicional
de setas que permite la obtencion de biomasa, proceso que presenta limitaciones tales
como el tiempo requerido y el mantener la misma calidad de producto. Es por lo anterior
que en los ultimos afios el interés por incrementar la produccion de biomasa ha dirigido
los esfuerzos hacia la obtencién de micelio de los macromicetos, sustituyendo el cultivo
tradicional por técnicas biotecnoldgicas que facilitan y, mediante la modificacion en las

condiciones de cultivo, estimulan la produccion tanto de biomasa como de metabolitos.

La fermentacién en estado liquido (FEL) o cultivo sumergido, ha sido la opcién mas

comunmente empleada, para el cultivo de biomasa en forma de micelio, por la eficiencia
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del proceso, facilidad de recuperacion de los productos, mantenimiento de la calidad del

mismo y manejo de las condiciones del proceso (5).

Aunado a lo anterior, diversos estudios han demostrado que la variacibn de las
condiciones de cultivo puede afectar desde la cantidad de biomasa y de metabolitos,
hasta su variedad estructural. Particularmente, se ha determinado que la produccion de
triterpenos se ve influenciada por el tipo y la concentracion de la fuente de carbono,
nitrégeno, su relacion, el uso de elicitores, el oxigeno disuelto, la temperatura y el pH,

entre otros.

Por tal motivo, en el grupo de Quimica de Hongos Macromicetos Colombianos, se han
venido realizando investigaciones enfocadas a determinar el efecto que la fuente de
nutrientes del medio de cultivo presenta sobre la composicion de la biomasa obtenida a
través de FEL de macromicetos. Particularmente en este trabajo, se busca establecer,
para una especie comestible, la incidencia del tipo fuente de nutrientes, la cantidad de
este y de indculos, sobre la produccion de biomasa, su composicion y potencial como

antioxidante.

Como primer paso, es necesario realizar la seleccion de una especie de macromiceto y
dos fuentes de nutrientes de bajo costo y facil adquisicibn, con base tanto en la
produccién de biomasa, como en la variabilidad y cantidad de compuestos presentes en la
misma. Esta seleccién se hizo, inicialmente, empleando fermentacién superficial (FeSup)
a través del seguimiento del crecimiento radial y la produccion de biomasa, para
posteriormente comparar los resultados con los obtenidos empleando fermentacion en
estado liquido, indicando un efecto diferenciado entre las dos técnicas, por lo cual la

FeSup no es idénea en la seleccién del cultivo macromicetos por FEL.

Una vez establecidos estos factores es necesario determinar el dia ideal del cultivo, que
permita el equilibrio entre una alta produccién de biomasa y una composicion ideal, en
términos tanto de cantidad como de variedad de compuestos, determinado a través del
estudio de la cinética de crecimiento y la produccion de metabolitos a lo largo de la

fermentacion.

Definido el tiempo ideal de fermentacion, la especie de macromiceto y dos fuentes de
nutrientes, se procedio a realizar un disefio experimental que permitiera evaluar el efecto

de la cantidad de cada una de las fuentes seleccionadas y de inoculo, sobre las variables
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de respuesta ya mencionadas como de interés. Se utiliza un disefio central compuesto
rotable para aplicar la metodologia de superficie de respuesta. La evaluacion realizada,
permite establecer las condiciones idoneas en términos de cantidad de fuente de

nutrientes e indculo, para incrementar la produccion de biomasa.

Por otro lado se sabe que el estrés oxidativo es el causante de enfermedades
cardiovasculares, desdrdenes neuroldgicos, envejecimiento prematuro e incluso algunos
tipos de cancer, lo que ha direccionado el esfuerzo de varios investigadores en la
busqueda de compuestos antioxidantes que permitan detener o retardar este tipo de
procesos. Con esto en mente, las biomasas obtenidas del proceso de optimizacion, se
usaron para evaluar su actividad antioxidante buscando determinar, si hay influencia de
las variables objetivo, en la potencial bioaccion de las biomasas cultivadas bajo dichas

condiciones.

Hasta este punto el enfoque del estudio estaba guiado a los compuestos de mediana
polaridad, especialmente, &cidos grasos y triterpenoides, componentes mayoritarios de
este tipo de extractos de origen fungico. Si bien a algunos triterpenoides se les han
atribuido actividad antioxidante, otros grupos de compuestos y principalmente, los
polifenoles, son los antioxidantes por excelencia, y siendo éstos de una mayor polaridad
se procedi6 a comparar el potencial antioxidante de los extractos de alta y mediana

polaridad.

Los aspectos anteriormente mencionados seran tratados de manera individual en cada

uno de los capitulos que conforman el cuerpo del presente escrito.
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1 CAPITULO 1 Efecto de la fuente de nutrientes sobre la

produccion de biomasa y composicion de la misma de

tres macromicetos comestibles cultivados

1.1 Antecedentes

Los hongos son un grupo de organismos pertenecientes al reino Fungi, con alrededor de

100.000 especies, compuesto por los filos Ascomicota, Basidiomicota, Quitridiomicota,

Glomeromicota y Zigomicota(6). Se caracterizan por:

Ser eucariotas, con niveles de organizacion unicelular, pluricelular o dimaérfico.
Tener un cuerpo vegetativo o talo constituido principalmente por un conjunto de
filamentos, denominados hifas, que al agruparse recibe el nombre de micelio,
aunque también se pueden encontrar unicelulares o plasmodiales.

Presentar paredes celulares definidas compuestas principalmente por quitina y
polisacaridos. Sin embargo, en algunos grupos, como los Oomicetes, la quitina es
reemplazada por celulosa.

Las sustancias de reserva son generalmente glicégeno y lipidos.

Respiracion fundamentalmente aerobia, aunque se dan casos de hongos
microaerofilos o anaerobios facultativos como las levaduras y algunos mohos.
Nutricién heteroétrofa, requiriendo materia organica para su desarrollo, obtenida por
absorcion de los nutrientes, y por lo tanto realizada por osmosis u osmotrofia,
dependiente de la digestion externa por enzimas secretadas al ambiente. No
obstante, algunos grupos son fagoétrofos.

Reproduccién asexual y sexual por la produccibn de esporas moviles
(planosporas) o inmdviles (aplanosporas), frecuentemente producidas en las
fructificaciones. Adicionalmente es comun la multiplicacion vegetativa por
fragmentacion de hifas, micelios, y gemacién o ruptura de sus fructificaciones, lo

cual favorece su distribucion en la naturaleza(7).

Desde un punto de vista ecolégico pueden ser sapréfitos que se caracterizan por obtener

los nutrientes a través de digestiobn externa de materia organica muerta; parasitos

diferenciados por obtener nutrientes a partir de otros organismos con su posterior dafio o
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muerte(8) o simbidticos con la particularidad de crecer en asociaciébn con otros

organismos.

Dentro de los filos pertenecientes a este reino, los basidiomicetos y ascomicetos, forman
parte de un grupo catalogado como macromicetos, han sido objeto de diferentes
investigaciones, tanto desde el punto de vista biolégico, como quimico y por supuesto
farmacoldgico, con base en una serie de particularidades que se describiran a lo largo de

este manuscrito.

1.1.1 Hongos macromicetos.

Los hongos macromicetos o macromicetes, son aquellos que presentan érganos
productores de esporas, denominadas ascocarpos o basidiocarpos correspondientes a los
filos Ascomicota y Basidiomicota respectivamente. Estas fructificaciones, también se
denominan cuerpo fructifero, carpéforo, esporoforo, esporocarpo(9) o seta(8). y esta
formado como resultado del crecimiento diferenciado y del entrelazamiento de las hifas,
estas Ultimas de tipo generativo, caracterizadas por la presencia de fibulas al ser
dicaridticas, ademas de tener la capacidad de crecer y generar otras hifas(7). El cuerpo
fructifero cumple la funcion reproductiva en el hongo macromiceto. En el marco de este

trabajo se tomara la denominacion de cuerpo fructifero.

La limitacion del concepto hongo macromiceto esta descrita por varios autores. Cuando
sus cuerpos fructiferos son macroscépicos (visibles al ojo humano), nos referimos a
hongos macromicetos. Esta division se basa en un principio fundamentalmente practico,
es decir es una clasificacion artificial desde un punto de vista filogenético, y tiene en
cuenta el tamafio del cuerpo fructifero para separar este grupo del resto. Para Arnolds(10)
son aquellos hongos cuyos cuerpos fructiferos tienen tamafios mayores de 1 mm,
mientras que para Villeneuve et al.(11) la separacién se considera a partir de 1 cm. En
otros casos, especies de tamafio inferior al establecido se consideran macromicetos, dado
que su fructificacidbn masiva los hace reconocibles(12). Pero esencialmente son aquellos
que presentan cuerpo fructifero distintivo que puede ser hipégeno o epigeno dependiendo

de si sobresale o no del suelo y debe ser observado con el ojo desnudo(8).

Las especies Grifola frondosa, Flammulina velutipes e Hypsizygus tessullatus, forman

parte de los hongos macromicetos catalogados como comestibles. Estos organismos
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seran empleados para la parte inicial del presente proyecto, con el objetivo de seleccionar
uno de ellos para el proceso de optimizacion de las condiciones de cultivo. A continuacién
se describiran algunas de las generalidades de estos organismos.

1.1.2 Caracteristicas generales de las especies Grifola
frondosa, Flammulina velutipes e Hypsizigus

tessullatus

Estas especies se caracterizan de manera general por: estar clasificadas como
comestibles, con propiedades nutricionales de interés como alta cantidad de proteina y
baja cantidad de grasa, caracteristicas generales de los macromicetos comestibles como
se puede observar en la Tabla 1-1; pertenecer taxonOmicamente a la Clase
Agaricomicetes (Tabla 1-2); ser ecol6gicamente xiléfagos, y debido a su capacidad de
degradar lignina, ademas de la celulosa, se denominan hongos de la pudricién blanca;
ser considerados como hongos medicinales, debido a sus comprobadas actividades como
antitumorales, inmunomoduladores, antioxidantes, tromboliticos, antibacteriales,
antifingicos y antivirales(13)'(14). De las caracteristicas antes mencionadas, sus
propiedades nutricionales y medicinales junto a la inclusiéon al mercado nacional, son la
razén para seleccionar a estas especies como los objetos de estudio del presente

proyecto de investigacion.

Tabla 1-1 Rango de valores nutricionales en hongos macromicetos comestibles

Hongos macromicetos (100 g de peso seco)
Carbohidratos 35-70%
Proteinas 15-35%
Grasa <5%
Fibra 4-13%
Vitaminas Riboflavina (B.), tiamina niacina (Bs), &cido ascérbico, biotina.

Modificado de Rathee et al.(15)

En cuanto a las especies seleccionadas, Grifola frondosa es un hongo Basidiomicete
perteneciente a la familia Fomitopsidaceae, conocido como Maitake. Crece naturalmente
en bosques de zonas templadas y nativos de regiones de China y Europa. Se encuentra

en tocones o arboles moribundos, especialmente robles, olmos y arces(16). Desarrolla

3



Capitulo 1

cuerpos fructiferos anualmente, que pueden alcanzar dimensiones de entre 40-50 cm de
ancho, incluso hasta 1 m de didmetro y hasta 18-20 kg peso humedo, los cuales estan
ramificados y formados por un gran nimero de pequefios sombreros de unos 8 cm de
diametro, en forma de abanico, que se encuentran imbricados (Figura 1-1A). Son de color
gris a pardo en la parte superior y en la inferior tienen pequefios poros de un color
blanquecino(17).

Tabla 1-2. Ubicacion taxonémica de Grifola frondosa (Dicks.) Gray, 1821; Flammulina
velutipes (Curtis) Singer, 1951; Hypsizigus tessullatus (Bull.) Singer, 1947.

Reino Fungi Fwungi Fungi
Subreino Dikarya Dikarya Dikarya
Division Basidiomicota Basidiomicota Basidiomicota
Subdivision Agaricomicotina Agaricomicotina Agaricomicotina
Clase Agaricomicetes Agaricomicetes Agaricomicetes
Orden Poliporales Agaricales Agaricales
Familia Fomitopsidaceae Physalacriaceae Tricholomataceae
Género Grifola Flammulina Hypsizigus
Especie frondosa (Dicks.) Gray | velutipes (Curtis) Singer | tessullatus (Bull.: Fr.) Sing.

Flammulina velutipes, taxondémicamente pertenece a la familia Physalacriaceae, es
popularmente conocido como Enoki. El desarrollo de sus cuerpos fructiferos se da en la
temporada de invierno, por tal motivo, se conoce como el hongo de invierno. En Jap6n ha
sido usado como alimento por varios siglos, se cultiva artificialmente y es uno de los
hongos mas consumidos en Asia, no solo por sus propiedades culinarias sino por sus
actividades bioldgicas(13). EI sombrero tiene 2-3 cm de didmetro, convexo en estadios
tempranos de su desarrollo y gradualmente plano mientras crece. Su superficie es viscosa
cuando esta humeda, de color marron oscuro o marrén amarillo, usualmente con un
margen marrén claro. La carne es blanca al igual que las lamelas, que pueden variar a un
color crema claro. El estipite es duro de 2-9 cm de largo y 2-8 mm de diametro, con una

coloracién marron oscuro en su parte baja(18) (Figura 1-1B).

Hypsizigus tessullatus, también conocido como hongo Shimeji, (Figura 1-1C) es un hongo
gue fructifica en otofio en las zonas frias de los paises del norte, y lo hace en forma de
racimo, cada uno con 15 a 50 individuos. Puede crecer individualmente presentando un
pileo més grande. Este ultimo es de forma hemisférica cuando esta joven e involuto en los

bordes, el color puede ser blanco, gris-café, con un didmetro de 4-15 cm. Sus laminas son
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blanquecinas, aserradas y ligeramente esparcidas. El estipite tiene una longitud de 3-10
cm y didmetro de 0,3-0,6 cm. Las esporas presentan forma ovoidal, translucidas bajo el
microscopio. Tiene un micelio blanco en forma de plimula y no presenta exudados

liquidos.

Figura 1-1 Cuerpos fructiferos de: A, Grifola frondosa; B, Flammulina velutipes; C,

Hypsizigus tessullatus

En los trabajos relacionados con las especies objeto de estudio, los esfuerzos se han
enfocado en la evaluacion de sustratos o fuentes de nutrientes para aumentar la
produccion de biomasa o metabolitos(19-25); aislamiento, purificacion e identificacion de
compuestos a partir de cuerpo fructiferos(26—29) o micelio obtenido por fermentacion en
estado liquido (FEL)(30-32); optimizacibn de parametros, ya sea, para mejorar la
extraccion de polisacaridos(33) o para aumentar la produccion de metabolitos(13,34),
evaluacion de bioactividades (23,29,35-41) y desarrollo de nuevas cepas tolerantes a

mayores temperaturas(42).

Concerniente a la evaluacion de sustratos o fuente de nutrientes, los trabajos antes
indicados se han enfocado en el empleo de medios quimicamente definidos (sintético), es
decir, medios en los que se conoce su composicion quimica exacta. Sin embargo, de
manera general los costos asociados a estas son altos. Por tal motivo, evaluar fuentes de
nutrientes alternas de bajo costo y facil adquisicion, que le provean a los organismos
todos los componentes necesarios para su crecimiento, permitiria incentivar la obtencion

de biomasa con una alto potencial en bioprospeccion por medio de la FEL.

Aunado a lo anterior se encuentra el hecho de que las cualidades anteriormente descritas

de los macromicetos en general, han incentivado su comercializacion en forma de
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novedosos productos, que reciben diferentes denominaciones como: suplementos
dietarios, alimentos funcionales, nutricéuticos, micofarmacéuticos o alimentos disefiados,
incluyendo probidticos o prebioticos, los cuales producen con su consumo diario un
beneficio para la salud (43). El aumento en la publicacion de articulos enfocados en el
estudio de los macrohongos, sefalan el esfuerzo por el conocimiento de sus metabolitos,
que pueden ser extraidos del cuerpo fructifero, micelio o medio de cultivo, asi como de los
efectos benéficos que estos organismos pueden brindar. En seguida se discutira sobre
dichos compuestos.

1.1.3 Metabolitos secundarios de origen fungico.

Los metabolitos secundarios de origen flingico son compuestos organicos sintetizados por
el hongo sin un rol directo sobre el crecimiento o reproduccion del mismo. Estos
pertenecen a distintos grupos, como son aquellos de magnitud molecular grande entre
los que se encuentran los polisacéaridos, las proteinas y sus complejos, ademas de
metabolitos de bajo peso molecular como fenoles, flavonoides, policétidos, triterpenoides,

esteroides, alcaloides nucleétidos, lactonas y acidos grasos(4), entre otros.

En cuanto a la produccion biotecnolégica y especificamente desde el punto de vista de la
FEL, los polisacaridos son el grupo de compuestos que mas atencién han recibido.
Diversos autores han evaluado la capacidad de produccion de polisacaridos a partir de
estos organismos sumando un total de 56 especies(4), y sus resultados indican que la
mayoria de organismos evaluados, son potenciales productores de exopolisacéaridos.
Adicionalmente, se ha determinado que la producciébn de polisacaridos es una
caracteristica ampliamente distribuida por varios grupos taxonémicos, y tienen el rol de
adhesion al sustrato por parte del hongo, inmovilizacion de enzimas extracelulares,
prevencién de la deshidratacién de las hifas, almacenamiento del exceso de nutrientes y

participacion en el degradacion de la lignina(44).

Ahora bien, otro grupo de metabolitos que merecen especial atencidén son los triterpenos,
dentro de los cuales se encuentran los triterpenoides. El interés por este grupo de
compuestos se ha incrementado debido a la diversidad de actividades biolégicas que han
sido determinadas y al alto contenido de los mismos en los macromicetos, razon por la

cual se profundizara en lo correspondiente a estos fungimetabolitos.
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1.1.3.1 Terpenos y triterpenos.

Los terpenos son un grupo de compuestos que derivan de una unidad comun, constituida
por cinco atomos de carbono denominada isopreno (Figura 1-2). Esta relacion entre el
isopreno es una union virtual, ya que, este nunca ha sido aislado como producto natural.
Sin embargo, la asuncién del isopreno como componente de la estructura de los terpenos
y el nimero de unidades de este, por los cuales estan constituidos, ha sido de ayuda en la
elucidacion de sus estructuras. Con base en lo anterior se ha formulado la regla del
isopreno, la cual indica que un terpeno debe ser formalmente divisible en diferentes
unidades isoprenoides, lo que lleva a la clasificacion con base en los mdltiplos de este
(Tabla 1-3).

Figura 1-2 Estructura del isopreno

>=/

Tabla 1-3. Clasificacion de terpenos segun namero de unidades de isopreno.

Nombre Formula Numero de unidades de isopreno
Monoterpenos CioH16 2
Sesquiterpenos CisHaa 3
Diterpenos CaoHa32 4
Sesterpenos CasHao 5
Triterpenos CsoHas 6
Tetraterpenos CaoHea 8
Politerpenos CsnHsn n

Los triterpenos se caracterizan por tener una estructura basica compuesta por 30 &tomos
de carbono. Son sintetizados a partir del escualeno, triterpeno precursor de los esteroides.
Se denominan triterpenoides cuando se presentan grupos funcionales oxigenados como
sustituyentes en su estructura. Desde el punto de vista estructural se pueden encontrar
triterpenos aciclicos o ciclicos y dentro de estos Ultimos estan los tetraciclicos y los

pentaciclicos.

1.1.3.2 Triterpenoides en hongos macromicetos.
Los hongos macromicetos tienen la capacidad de biosintetizar una amplia diversidad

estructural relacionada con este grupo de metabolitos. Los esqueletos mas comunes son
los tetraciclicos de tipo ergosta, estigmasta y lanosta (Figura 1-3), con variaciones en el

tipo de sustituyentes, el nUmero y la posicion de las insaturaciones.
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Figura 1-3.Nucleos de triterpenos mas comunes en hongos macromicetos. A) Ergosta, B)

Estigmasta y C) Lanosta

Entre los hongos macromicetos mas estudiados se encuentra el género Ganoderma sp.,
reconocido por su alto contenido de este grupo de metabolitos, a partir del cual se han
aislado més de 316 triterpenos, obtenidos de cuerpos fructiferos, esporas, himenio, y
micelio(2). De este género, Ganoderma lucidum, es considerado el hongo de la
longevidad y ha sido usado por mas de 2000 afios en la medicina tradicional China como
promotor de la buena salud. El grupo de triterpenos mas estudiado en esta especie son
los acidos ganodéricos (AG), caracterizado por presentar un nucleo lanostano y
destacados por la variedad de actividades bioldgicas comprobadas, como se discutira en
el capitulo 3.

En la Tabla 1-4 se muestran las estructuras de algunos triterpenocides aislados de
macromicetos, ilustrando la diversidad estructural encontrada en este grupo de

organismos.

Tabla 1-4. Triterpenoides identificados en distintas especies de hongos macromicetos

ESPECIE NOMBRE DEL COMPUESTO ESTRUCTURA REF.

Ganoderma lucidum Acido ganodérico A

Antrodia ) ] )
Antcina B (&cido zhankuic A) (45)

cinnamomea
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ESPECIE

NOMBRE DEL COMPUESTO

ESTRUCTURA REF.

Fomitopsis rosea

Cordyceps sinensis

Poria cocos

Laetiporus
sulphureus

Inonotus obliquus

Antrodia camphorata

Daedalea dickinsii

Elfvingia applanata

Acido poli-porenico C

5a,6a-epoxi-24(R)-metil colesta-7,22-dien-33-ol

Acido 16a,27- dihidroxidehidrotrametenoico

Acido sulfurénico

Inonotsuoxido A

Acido 3B,15a- dihidroxilanosta-7,9(11),24-trien-21-

oico

Acido daedaleanico B

Acido elfvingico A

(46)

©)

©)

(©)

©)

©)

©)

1.1.3.2.1 Estudios sobre triterpenoides en el grupo de investigacion de Quimica de

Hongos Macromicetos.

Relacionado con procesos de bioprospeccion de triterpenoides, el grupo de Quimica de

Hongos Macromicetos, ha evaluado diversos factores involucrados en la produccién de

estos compuestos. Uno de los trabajos evalud el efecto de la técnica de secado de la

biomasa del hongo macromiceto Ganoderma lucidum, sobre la produccion de triterpenos,

empleando tratamientos de 40 °C y 80 °C, encontrando una influencia del calentamiento,

relacionado con una menor cantidad de triterpenoides al aumentar la temperatura(48).
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Otra investigacién se enfoco en evaluar la composicién de triterpenoides en el micelio y el
cuerpo fructifero de Lentinula edodes, encontrandose una mayor produccion de
triterpenoides en este Ultimo. Adicionalmente, se ha evaluado la composicion de
metabolitos tanto en hongos nativos(49)(50)(51)(52)(53), asi como en hongos obtenidos
a través de cultivo tradicional(54) y por FEL(54)(55)(56), permitiendo determinar que el
tipo de sustrato y la composicién del medio de cultivo, presentan un efecto directo sobre la
produccion de triterpenoides.

1.1.4 Metodologias de cultivo de hongos macromicetos.

Los estudios hasta aqui presentados reafirman el potencial de los hongos, hecho que ha
estimulado la busqueda de herramientas que permitan la obtencibn de una mayor
cantidad de biomasa, a través del empleo tanto de técnicas tradicionales como de

procesos biotecnoldgicos de cultivo.

1.1.4.1 Cultivo tradicional.

Con esta metodologia se busca obtener la mayor cantidad de biomasa (cuerpo fructifero)
con las caracteristicas homogéneas y organolépticas requeridas para su comercializacion
como alimento, siendo este el principal objetivo. El proceso se compone, en términos
generales, de las siguientes etapas, que pueden variar dependiendo de los
requerimientos particulares de cada hongo: eleccién de la cepa, preparacion del sustrato,
inoculacién, incubacion, y fructificacion (Figura 1-4). Generalmente se utilizan residuos de
la industria agricola como sustratos, aprovechando la cualidad que tienen los hongos de
degradar, a través del empleo de enzimas, una amplia gama de constituyentes de esta

clase de materiales.

Para obtener biomasa fangica, se ha optado principalmente por el cultivo tradicional, del
cual el producto final son los cuerpos fructiferos. La eficiencia de este proceso es alta, en
términos de la cantidad del organismo obtenida, sin embargo, se requiere gran cantidad
de tiempo para la produccion, entre otras desventajas(21), por lo cual recientes esfuerzos
se han enfocado en el uso de tecnologias de fermentacion, aprovechando el micelio del

hongo como fuente de biomasa.
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Figura 1-4. Proceso involucrado en la obtencion de cuerpos fructiferos por cultivo
tradicional

Tomado de Staments(16)

1.1.4.2 Fermentacion en estado sélido.

Este tipo de cultivo se caracteriza por el desarrollo de microorganismos en sustratos
solidos humedos, que ademas de ser utilizados como soporte del micelio, son fuente de
nutrientes. Se debe resaltar que la aplicacién de técnicas de fermentacion implica la
obtencion de micelio como producto, en contraste con el cultivo tradicional, en el cual se
busca obtener cuerpos fructiferos. El proceso se lleva a cabo en ausencia de agua libre,
lo cual se traduce en una importante ventaja relacionada con la similitud de las
condiciones en las cuales se desarrolla el hongo en su ambiente natural, a las cuales esta
adaptado. Otra diferencia con el cultivo tradicional, es el control de las condiciones de
manera mas exacta debido al uso de biorreactores, que permiten definir las condiciones
de cultivo ideales. No obstante, este tipo de fermentacion tiene poco alcance para su
aplicacion en la produccién de enzimas o metabolitos secundarios, debido a que presenta
varios inconvenientes entre ellos, la dificultad en el control de los gradientes de
temperatura, pH, humedad, oxigeno y concentracién de nutrientes(57). Por tal motivo la

FEL ha tenido un uso mas amplio para la obtencién de biomasa y metabolitos.
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En cuanto al cultivo en cajas de Petri, que comparte caracteristicas con el cultivo en
estado sélido y que serd denominado en este trabajo fermentacion superficial (FeSup), se
ha empleado como herramienta para seleccionar especies de hongos macromicetos o

medios de cultivo que generen el mayor crecimiento o produccion de biomasa(58,59).

1.1.4.3 Fermentacion en estado liquido.

La fermentacién en estado liquido o cultivo sumergido, es una alternativa eficiente para la
produccién de biomasa y metabolitos de hongos macromicetos. Las ventajas de esta
técnica sobre la produccion en sustrato sélido o tradicional son: Mayor produccién de
biomasa o metabolitos biolégicamente activos, control sobre las condiciones de cultivo,
facil recuperacion del producto, proceso fermentativo en un espacio mas reducido, menor
tiempo de produccion, menores costos, y baja probabilidad de contaminacién(21).
Adicionalmente asegura una produccion estandar en términos de calidad y composicién
del producto. El proceso de FEL se realiza en matraces, o biorreactores dependiendo de
la escala requerida y en el caso de estos Ultimos con la posibilidad de controlar
condiciones como la aireacion, pH o nutrientes en el transcurso del proceso, siendo mas
comunes las fermentaciones tipo lote y lote alimentado(60). El efecto de las diversas

condiciones de cultivo sobre el producto biotecnol6gico, seran analizados en el capitulo 2.

A pesar que, el cultivo de hongos en Colombia, comparado con los paises orientales e
incluso algunos de nuestra latitud, no ha tenido mucho desarrollo, el consumo de estos se
ha incrementado debido a sus cualidades nutricionales. Sin embargo, las especies
generalmente consumidas corresponden a los cuerpos fructiferos de los géneros
Pleurotus sp. (orellanas), Agaricus sp (champifién) y Lentinula edodes (Shiitake) que
como se indicé anteriormente, puede variar su calidad por el poco control de la

condiciones para su produccién, asi como incrementar el tiempo de cultivo.

Teniendo esto en cuenta, una alternativa es emplear el micelio como fuente de biomasa,
asi pues, el estudio del efecto de fuentes de nutrientes alternativas a las tradicionales
para la produccion de macromicetos de reciente inclusion en el mercado nacional, como
son G. frondosa, F. velutipes e H. tessulatus, permitira determinar las mejores condiciones

de produccion de biomasa, ademas del efecto en su composicion.

Con base en lo anterior, el objetivo de este capitulo es la presentacion de los resultados
que permitieron determinar y comparar la interrelacion entre de la FEL y la FeSup como

técnicas de produccion de biomasa de las tres especies de macromicetos anteriormente
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mencionadas, asi como evaluar el efecto de distintas fuentes de nutrientes sobre la
produccion del micelio obtenido por FEL y la composicion de su fraccion de mediana
polaridad, para finalmente seleccionar una especie y dos fuentes de nutrientes, que seran
usadas en el proceso de optimizacion.

1.2 Materiales y métodos

1.2.1 Material fungico

Las cepas de G. frondosa, H. tessulatus y F. velutipes, fueron donadas por la empresa
Setas Exéticas de Colombia S.A.S. Se activaron empleando medio PDA, oscuridad, pH
6,00, temperatura de 25°C durante 12 dias, y posteriormente se mantuvieron a 4°C hasta

su uso (cepas madre).

1.2.2 Fuentes de nutrientes

El contenido de C y N de las fuentes de nutrientes empleadas fue determinado en un
analizador elemental Thermo FLASH 2000 Organic Elemental Analyzer. Dichas fuentes
fueron seleccionadas con base en una relacion C/N alta, media y baja(55), de la siguiente
manera: a) Baja - Harina de soja (SY); b) Media - harina de trigo integral (HTI), semillas de
linaza molida (LZ) y c) Alta - harina de maiz blanco (HMB) y harina de maiz amarillo
precocido (HMA). Sumado a estas, se utilizé salvado de trigo, debido a que ya habia sido
empleado en estudios previos, dando excelentes resultados en términos de la variedad
estructural de compuestos triterpenoidales que genera su uso como fuente de nutrientes

para el cultivo de tres especies del género Pleurotus en FEL(55).

1.2.3 Cultivo por fermentacion superficial (FeSup)

A partir de las cepas madre de cada especie, se tomaron inéculos de ~0,5 cm de
diametro, compuestos de agar y micelio, que fueron ubicados en el centro de una caja de
Petri en un medio con la siguiente composicién (g/L): fuente de nutrientes 30; extracto de
levadura 5, sacarosa 5 y agar 23,5. El pH se ajust6 a 6,00 y se encubaron a 25°C en

oscuridad. Se tomaron medidas diarias del crecimiento en cuatro radios marcados sobre
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la caja de Petri, hasta colonizacion total, con triplicados de cada tratamiento. Para
posteriormente determinar la biomasa, se separé el medio de cultivo del micelio a través
de calentamiento, disolucion en agua del agar y filtracion. El micelio se sometié a un
proceso de secado en horno a 45°C hasta peso constante, para determinacion de su
biomasa expresada como biomasa seca/L.

1.2.4 Cultivo por fermentacion en estado liquido

Matraces de 100 mL con 25 mL de un medio compuesto por NaNO; (80 mg/L),
MgSO,47H,0 (20 mg/L), KH,PO, (30 mg/L), KCI 10 (mg/L)(55), fueron suplementados con
30 g/L de las fuentes de nutrientes. Los medios de cultivo fueron llevados a un pH de 6,00
y posteriormente esterilizados. Como inéculo se utilizaron 4 discos de 0,5 cm de diametro
compuestos de micelio y agar. Los matraces se llevaron a un agitador orbital a 100 rpm,
durante 11 dias a 25°C, tiempo después del cual la biomasa se filtr6 y sec6 hasta peso
constante expresandola como biomasa seca/L. Todos los reactivos empleados fueron

marca Acumedia.

1.2.5 Determinacion de la composicion de las biomasas

obtenidas por FEL.

Se realiz6 la extraccion asistida con ultrasonido de las biomasas secas empleando CH,CI,
a temperatura ambiente. Los extractos se desecaron con Na,SO, anhidro y se llevaron a
sequedad en rotaevaporador. Posteriormente fueron caracterizados por CG-EM en un
cromatografo marca Hewlett Packard 6890 con una columna capilar ZB-5 (30 m, 0,25 mm
D.l,, 0,25 um), acoplado a un espectrometro de masas Hewlett Packard 5973 con fuente
de ionizacion de 70 eV, bajo las siguientes condiciones: Helio 1,1 mL/min; modo Splitless;
temperatura del inyector 300 °C; rampa de calentamiento 60 °C 1 min: 7,4 °C/min hasta
310 °C - 10 min. Los componentes de cada extracto fueron determinados mediante
comparacion con la base de datos NIST, y por medio del andlisis del patrén de
fragmentacion dado por los espectros de masas. Los porcentajes de area relativa para

cada uno de los metabolitos determinados, fueron calculados a partir de los TIC.

De igual los extractos fueron analizados por CCD empleando como fase movil

tolueno:acetato de etilo (8:2) en cromatoplacas Alugram SIL G/UV,s4, Macherey Nagel,
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como revelador universal UV a 254 y 365 nm y especifico para nulcleos esteroidales una

solucién de ZnCl, al 30% con posterior calentamiento(61).

1.2.6 Analisis estadistico

Los resultados de la producciéon de biomasa seca obtenida por FeSup fueron expresados
como el promedio de 3 réplicas y los resultados de la produccion de biomasa seca
obtenida por FEL como el promedio de 2 réplicas. Los datos se sometieron a un andlisis
de varianza (ANOVA) de una via, empleando el programa estadistico R-project(62) (R
Development Core Team, 2017). Un valor de P < 0,05 se considerd como significante.

1.3 Resultados y discusion

Con el objetivo de determinar el efecto de la variacion de algunas condiciones de cultivo
sobre la produccién de biomasa seca y la composicién de la misma, se cultivaron los
hongos seleccionados empleando seis fuentes de nutrientes no tradicionales como los
componentes principales del medio de cultivo y los Unicos proveedores de nutrientes para
dichos organismos. Esta primera fase de la investigacion se adelantdé empleando dos
técnicas de cultivo: FeSup y FEL, con el objetivo de determinar si la primera de ellas
podria ser empleada como una herramienta rapida y con resultados confiables de

screening preliminar, como ya ha sido reportado por otros autores(58,59).

1.3.1 Caracterizacion de las fuentes de nutrientes

Es ya conocido que la produccion de macromicetos, independientemente del tipo de
cultivo usado, es fuertemente influenciada por la composicién del sustrato o el medio
empleado, razon por la cual se hace necesario conocer algunas caracteristicas de la
composicion de la fuente de nutrientes empleada, dentro de las cuales merecen especial
atencion la relacion C/N, el contenido de carbohidratos y grasas. En la Tabla 1-5, se
encuentran resumidos los resultados de la determinacion de C y N, reportado para las
harinas empleadas como fuentes de nutrientes en este estudio. De su analisis se puede
deducir que hay diferencias mayoritariamente asociadas con el contenido de grasas,
carbohidratos, N y por ende proteina. Se destaca la harina de soya por su alto contenido

de N y proteina, la linaza por el alto contenido de grasas y las harinas de maiz blanco y
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amarillo por el alto contenido de carbohidratos y bajo de N y proteina. En contraste, la

harina de trigo integral presenta un bajo contenido de grasas y la linaza de carbohidratos.

Tabla 1-5. Composicién de las fuentes de nutrientes evaluadas

Fuente de nutrientes* | %C(63) | %N(63) | C/N(63) Grasa Carbohidratos Proteina
Soya 46,64 5,27 8,84 21 32 38
Linaza 54,80 2,65 20,64 42 29 18
Trigo integral 40,81 2,26 18,01 2,5 72 13
Salvado de trigo 41,54 2,73 15,22 4,3 65 16
Maiz blanco 41,51 1,15 36,07 3,9 77 6,9
Maiz amarillo 40,25 0,97 41,14 3,9 77 6,9

* Harinas de cereales y leguminosas

Una vez caracterizadas las fuentes de nutrientes, se procedié con el cultivo empleando

FeSup.

1.3.2 Fermentacion superficial

En la FeSup, el desarrollo del micelio por parte del hongo se puede dar de dos maneras:
el micelio vegetativo, el cual se relaciona con la obtencion de nutrientes del medio y es
determinado por medio del crecimiento radial; y el micelio aéreo, desarrollado por algunas
especies para favorecer el proceso respiratorio al incrementar la difusién del oxigeno y asi
generar la energia necesaria para mantener el metabolismo celular(65). El desarrollo de
micelio aéreo se observé en los tres hongos estudiados independientemente de la fuente
de nutrientes empleada, por tal motivo, ademas de un seguimiento al crecimiento radial en
cada caso, se realizd la medicion de la biomasa obtenida, lo cual brinda una medida mas

exacta del desarrollo de estos organismos en cada tratamiento.

En lo que respecta al efecto de la especie sobre el crecimiento micelial, los resultados
(Figura 1-5), permiten observar que G. frondosa, presenta un menor crecimiento
comparado con las demés especies, indistintamente de la fuente de nutrientes. Lo
anterior, puede ser explicado desde un punto de vista bioldgico, teniendo en cuenta que,
aunque los hongos estudiados presentan la misma estrategia trofica de saprofitismo para
la obtenciébn de nutrientes, tienen un comportamiento caracteristico debido a sus
diferentes procesos de aclimatacion al medio(66) relacionado con variaciones genéticas

entre especies(67).
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En cuanto al efecto de la fuente de nutrientes sobre el crecimiento radial de cada
organismo, del andlisis de la Figura 1-5 se evidencia un efecto diferenciado, dependiente
de la especie cultivada, ratificando el resultado discutido anteriormente, el cual es similar
al obtenido por Zagrean et al.(67), donde incluso cuatro diferentes cepas de Pleurotus

eryngii, cultivadas en el mismo medio, presentaron diferencias en el crecimiento.

Figura 1-5. Efecto de la especie y de la fuente de nutrientes sobre el crecimiento radial.

Cepas-Fuente

40
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------ FV HMB
— FVsST
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o FVHS
rrrrrr FV HL
— HTST
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HTHL

-= HTHTI

HT HMAP

~ HTHS

HT HMB
GF HMB

-- GFHTI

GF HMAP
GF HL
GF 8T
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Dia
FV: Flammulina velutipes, HT: Hypsizigus tessulatus, GF: Grifola frondosa. HL: Linaza, HMAP: harina de
maiz amarillo pre-cocido, HMB: harina maiz blanco, HS: harina de soya, HTI: harina de trigo integral y ST:
salvado de trigo. n =3

Adicionalmente se evidencia que para H. tessulatus y F. velutipes a partir del dia 7, hay
un cambio en la tendencia que hasta ese momento tenia el primero de ellos de presentar
el mayor crecimiento radial, siendo finalmente F. velutipes el hongo que mayor

crecimiento tuvo independientemente de la composicion del medio.

En cuanto al efecto de la fuente de nutrientes sobre el crecimiento de las especies
evaluadas, en la Figura 1-6 se encuentra graficado la media de los valores de crecimiento
radial para las tres especies, de cuyo andlisis se puede concluir que no hay un efecto
marcado de éstas sobre el crecimiento en caja de Petri, a pesar de presentar diferencias
en la composicion de las mismas, tal como se describié en el numeral 1.3.1. Tal es el
caso del contenido proteico, una de las variables que se ha clasificado como determinante

en los procesos de cultivo de cualquier organismo y de la cual se conoce, que para el
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caso particular de los hongos, un aumento de la misma en el medio incrementa la
biomasa obtenida(68). La harina de soya y el salvado de trigo tienen contenidos proteicos
de 38 % y 16 % respectivamente(64), razén por la que se esperarian diferencias entre los

crecimientos radiales, tendencia que no se da en este caso.

Figura 1-6. Efecto de la fuente de nutrientes sobre el crecimiento radial medio

Crecimiento radial medio

Dia

LZ (Linaza), HMA (harina de maiz amarillo pre-cocido), HMB (harina maiz blanco), SY (harina de soya), HTI
(harina de trigo integral) y ST (salvado de trigo). n = 3

Otro fendmeno observado entre especies, es la variabilidad del crecimiento radial en cada
uno de los dias evaluados (Figura 1-7), siendo F. velutipes la que presenta la mayor
variabilidad. Este factor, llama la atenciéon por el hecho de que hay un aumento de la
misma en el transcurso del tiempo, llegando a un punto en el cual, no se observa
diferencia estadistica entre especies, comportamiento que permite optar por especies que
presenten un crecimiento radial estable o con poca variabilidad dentro de las mediciones,

como es el caso del H. tessulatus.

Una vez evaluado el efecto de la fuente de nutrientes y del hongo empleado sobre el
crecimiento radial es necesario, antes indicado, establecer el efecto sobre la cantidad de
biomasa obtenida empleando este tipo de cultivo. Del andlisis estadistico (Figura 1-8) se
puede evidenciar que G. frondosa, independiente de la fuente de nutrientes, es la especie
de menor produccion (entre 0,58 y 1,04 g/L de biomasa seca), concordante con el
crecimiento radial antes descrito, contrario a las demas especies con las que se obtienen
entre 3,00 y 7,00 g/L de biomasa seca. Las fuentes de nutrientes de mayor produccion
son harina de maiz blanco para F. velutipes (HMB.FV) y harina de soya para H. tessulatus
(SY.HT). Para los demas casos no hay un comportamiento diferente. Ademas, es
importante resaltar que en fermentacién superficial y para las especies estudiadas, la

produccion de biomasa no presenta un patron dependiente de la fuente de nutrientes.
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Figura 1-7. Variabilidad en el crecimiento radial de las especies a lo largo de 11 dias
segun las fuentes de nutrientes.

« Lz HMA HMB sy ST Lz HMA HMB SY HTI ST Lz HMA HMB SY HTI ST

Y Y
Flammulina velutipes Grifola frondosa Hypsizigus tessulatus

LZ (Linaza), HMA (harina de maiz amarillo pre-cocido), HMB (harina maiz blanco), SY (harina de soya), HTI

(harina de trigo integral) y ST (salvado de trigo).

Se debe destacar que este es el primer estudio enfocado al crecimiento de estas especies
en FeSup empleando fuentes de nutrientes alternativas, por ende no se puede comparar
con reportes previos. No obstante, en estudios hechos en el grupo de Quimica de
Hongos Macromicetos, se han observado estas diferencias en el comportamiento entre

especies, particularmente en el género Pleurotus (69).

Figura 1-8. Variacion sobre la produccion de biomasa seca con diferentes fuentes de
nutrientes empleando fermentacion en estado superficial.
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FV: Flammulina velutipes; GF: Grifola frondosa; HT: Hypsizigus tessulatus; LZ: Linaza; HMA: harina de maiz
amarillo pre-cocido; HMB: harina maiz blanco; SY: harina de soya, HTI: harina de trigo integral; ST: salvado

de trigo. n=3

Una vez determinado el comportamiento de los tres hongos en las diferentes fuentes de
nutrientes al emplear FeSup, se procedio al cultivo con el uso de FEL, para comparar las

tendencias obtenidas por las dos técnicas.

1.3.3Fermentacion en estado liquido

A diferencia del resultado obtenido con FeSup, la biomasa seca producida a partir de la
FEL (Figura 1-9), no muestra un comportamiento diferencial entre los hongos. Asi mismo,
se evidencia para todos los organismos un aumento en la produccion de micelio,
particularmente con G. frondosa, mostrando un claro efecto negativo de las condiciones
de cultivo (aireacién, disponibilidad de nutrientes, etc.) al emplear FeSup sobre su
produccion de biomasa, bajo las condiciones evaluadas. Por tal razén se descarta el uso
de la FeSup como una herramienta de seleccion de especie y/o de fuente de nutrientes
debido a la diferencia en las tendencias de produccion de biomasa obtenidas.

Contrario a los resultados obtenidos en FeSup sobre el efecto de las especies en la
cantidad de micelio producida, desde el punto de vista de las fuentes de nutrientes, si se
evidencian claras diferencias que incluso permiten definir las siguientes agrupaciones: alta
(12 - 10 g/L), media (10 — 5 g/L) y baja (5 — 3 g/L), donde en términos generales, la harina
de soya se encuentra conformando el grupo de mayor produccién, seguido por harina de
trigo integral, maiz amarillo y blanco en el rango medio, y finalmente linaza y salvado de
trigo en el bajo. Inicialmente, se observa que la C/N del medio de cultivo no tiene
influencia en la produccién de biomasa para las especies evaluadas, resultado que ya ha
sido observado por otros autores y que al parecer depende del organismo objeto de
estudio(54).

Por otro lado, la alta produccién de biomasa obtenida empleando harina de soya, puede
estar relacionada con el mayor contenido de proteina de esta fuente(64), que aumenta la
disponibilidad de nitrégeno en el medio para el crecimiento de las especies, parametro ya
reportado por otros autores(70) como determinante para el cultivo fingico. En cuanto a la
composicion de la LZ y el ST y su efecto sobre la baja produccion de biomasa, estas

tienen diferencias entre sus contenidos de grasas (41 g y 4,3 g respectivamente) y
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carbohidratos (29 g y 65 g respectivamente), pero similitudes en su contenido de N vy
proteina (2,65 % y 2,73 % y 16 y 18% respectivamente), ratificando un preponderante
efecto del aporte de estos ultimos componentes de la fuente de nutrientes, sobre la
produccion de biomasa en FEL, resaltando que hay efecto diferenciado para G. frondosa
en LZ.

Ademds, otra posible explicacion a este comportamiento, estaria relacionada con la
cantidad efectiva de fuente de nutrientes que queda en el medio después de realizar el
proceso de filtrado. En la Figura 1-10, se evidencia que al emplear el salvado de trigo, la
cantidad de este disponible para ser utilizada por el hongo, es inferior comparada con las
fuentes de nutrientes restantes, lo que puede generar disminucion en el crecimiento del

hongo, debido a la menor disponibilidad de nutrientes aportada por el medio de cultivo.

Figura 1-9. Producciéon de biomasa seca por fermentacion liquida de las especies
Flammulina velutipes, Grifola frondosa e Hypsizigus tessulatus en las diferentes fuentes
de nutrientes.
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nutrientes: LZ (Linaza), HMA (harina de maiz amarillo precocido), HMB (harina maiz blanco), SY (harina de
soya), HTI (harina de trigo integral) y ST (salvado de trigo). n=2.
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Cabe resaltar, que al comparar la cantidad de biomasa obtenida por FEL vs FeSup, no
hay similitud entre las tendencias de produccion de biomasa con estas dos técnicas,
resultando ser la FEL mas eficiente. Lo anterior puede atribuirse a la fuerte influencia de
parametros ambientales o de cultivo, incluyendo la composicion del medio(66), asi como
la disponibilidad de nutrientes y oxigeno(71), tanto sobre la produccion de biomasa como
la biosintesis de metabolitos. En consecuencia, la agitacion empleada en la FEL permitiria
mejorar la disponibilidad, no solo de los nutrientes, sino del oxigeno, situacién que no
ocurre en la fermentacion superficial, obteniendo asi comportamientos diferenciados de

una técnica a otra.

Figura 1-10. Porcentaje de fuente de nutrientes efectiva en medio de cultivo después del
proceso de filtracién. n = 2.
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De manera particular para F. velutipes la mayor produccion de biomasa seca se obtiene
empleando harina de soya y harina de trigo integral con 8,4860 y 8,3840 g/L
respectivamente. Estos resultados son cercanos a los obtenidos por otros autores como
Mau y Ma(72) quienes reportan una producciéon de 9,4 y 13,5 g/L en 10 y 12 dias de
cultivo con un medio compuesto principalmente de glucosa, extracto de maiz liquido,
(NH,),SO, y otras sales. Otros autores obtuvieron una menor produccion empleando
glucosa, entre otras fuentes de nutrientes: Maziero et al.(73) 4,86 g/L después de 7 dias 'y
8,28 g/L después de 14 dias; Kim et al.(34) 3,37 — 4,4 g/L después de 10 dias;
Diamantopoulou et al.(66) 7,0 g/L en el dia 12; Hassan et al.(13) ~ 4,30 g/L al dia 10 de
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cultivo. Con los resultados arrojados por la presente investigacion, se pone de manifiesto
el potencial de emplear fuentes de nutrientes alternativas que aportan, ademas de
carbohidratos y proteinas, sales que pueden favorecer la produccién de biomasa para
esta especie.

Para G. frondosa la mayor produccién se obtuvo con harina de soya (11,4620 g/L),
seguido de harina trigo integral (7,6520 g/L), resultados por debajo de lo conseguido por
Zapata et al.(20) con 19,21 g/l en el dia 10, quienes de manera similar emplearon un
medio compuesto de harinas junto a peptona, licor de maiz y sales. Entre otros trabajos
en los que emplean en comun glucosa y varian la fuente de nitrégeno, se encuentran el
de Lee et al.(36) con 17,0 g/L el dia 9; Cui et al.(74) quienes obtuvieron un maximo de
16,69 g/l, el dia 7; Chimilovski et al.(23) con 19,11 g/L y Tao et al(75) 12,5 g/l en 6 dias.
Estos resultados indican, ya sea que, el medio compuesto Unicamente de harinas no es
benéfico para la produccién de biomasa de G. frondosa o que la cepa estudiada produce

un menor rendimiento, comparada con las empleadas en los demas trabajos.

Finalmente con H. tessulatus se obtuvo la maxima produccion de biomasa seca
empleando harina de soya, seguido de harina de maiz amarillo con 10,6480 y 9,0020 g/L
respectivamente. Hay pocos reportes con respecto a la produccién de micelio de esta
especie, sin embargo, Wang et al.(76) obtuvieron 16,2 g/L a los 8 dias de cultivo con un
medio compuesto de glucosa, almidon de maiz, extracto de frijol y MgSO,. Se hace
importante anotar que los autores realizan un proceso de optimizacion que les permite
evaluar diversas condiciones, enfocado a aumentar la produccion de biomasa, lo cual se

refleja en sus resultados.

Habiendo establecido que no hay una correlacién entre los resultados obtenidos por
FeSup y por FEL y después de determinar el efecto que tiene la fuente de nutrientes
sobre la cantidad de biomasa obtenida por esta Ultima técnica, es importante definir la
influencia sobre la composicién del micelio del hongo, teniendo en cuenta que la actividad
biol6gica se relaciona con los compuestos presentes, lo cual es una herramienta que
permitira definir una especie para el posterior proceso de optimizacion con miras a la

bioprospeccion.

1.3.3.1 Composicion de la biomasa cultivada por FEL.
La fraccion de mediana polaridad de las macromicetos, indistintamente de la procedencia

de la biomasa estudiada, estd mayoritariamente constituida por acidos grasos, sus
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esteres y compuestos triterpenoidales, caracterizados por ser junto con los polisacéridos,
los responsables de la mayoria de actividades atribuidas a este grupo de organismos,
tema que se profundizara en el capitulo 3. Para el caso de las biomasas cultivadas por
FEL de las tres especies objeto de estudio, al analizar los resultados de las placas
obtenidas por CCD (Figura 1-11), se evidencia que hay diferencias en su contenido
dependientes tanto de la fuente de nutrientes como del macromiceto cultivado. La
intensidad de las manchas es menor para G. frondosa independientemente de la
composicion del medio y del revelador usado. Para el caso de H. tessulatus y F. velutipes,
la composicién es similar, tanto en términos del ndmero de manchas como en la
intensidad de las mismas, a excepcion de la harina de maiz amarillo, en donde su uso
parece aumentar la concentracién de algunos metabolitos de alta polaridad. En cuanto a
los compuestos con nucleos esteroidales, al emplear harina trigo integral y salvado de
trigo como componentes del medio de cultivo, sin distincion de la especie, se favorece la
biosintesis de metabolitos pertenecientes a este grupo (Rf 0,26 y 0,52), con polaridades

similares o mayores que las del ergosterol y el estigmasterol.

Estos resultados son concordantes con los analisis hechos por CG-EM (Anexo 5-1), en
los que se diferencian tres zonas: entre 0 y 19 min eluyen los compuestos de menor peso
y volatiles fijos, entre 20 y 34 min los 4cidos grasos y sus ésteres y finalmente los
triterpenoides junto a los demas compuestos catalogados en el grupo denominado otros.
En la Tabla 1-6 se encuentran sefialados estos compuestos con su tiempo de retencion
(tr), ion molecular (M*) y pico base y se relaciona con la Tabla 1-7 en la cual se indica la
especie y fuente de nutrientes en la que se determind el compuesto dado. De manera
general, los cromatogramas de los extractos de las biomasas cultivadas con harina de
soya VY linaza, contrastan con los obtenidos al emplear las demas fuentes de nutrientes,
presentando un menor nimero de picos, particularmente en la zona de los triterpenos,
indicativo de la disminucién de la diversidad de compuestos biosintetizados por los

hongos bajo estas condiciones.
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Figura 1-11.Cromatografia en capa fina de extractos en diclorometano de biomasa
obtenida por cultivo en las fuentes de nutrientes.
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P1, patron estigmasterol —lanosterol; P2, extracto de P. ostreatus enriquecido en ergosterol ; SY, harina de
soya; LZ, linaza; HTI, trigo integral; ST, salvado de trigo; HMB, maiz blanco; HMA, maiz amarillo.
Tolueno:AcOEt 4:1 (VIV).
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Tabla 1-6. Compuestos determinados por CG-EM en las biomasas de los tres
macromicetos cultivados con las diferentes fuentes de nutrientes.

No. Compuesto tr M* Pico
base
1 | Acido n-hexanoico 5,35 | 116 60
2 | 2,4-heptadienal 5,78 | 110 81
3 | Acido octanoico 9,01 | 144 60
4 | Acido nonanoico 10,85 | 158 60
5 |2,4-decadienal 11,78 | 152 81
6 | Bicicloelemeno 12,25 | 204 121
7 | Biciclogermacreno 15,04 | 204 121
8 | 4-etoxi-benziloato de etilo 15,39 | 194 121
9 | Acido dodecanoico 15,92 | 200 73
10 | Espatulenol 16,35 | 220 205
11 | Acido tetradecanoico 18,91 | 228 73
12 | Tetradecanoato de 2-propilo 19,84 | 270 43
13 | Acido pentadecanoico 20,32 | 242 73
14 | Ciclohexadecano 20,60 | 224 55
15 | Acido hexadecanoico 21,73 | 256 73
16 | 9-octadecenoato de metilo 23,47 | 256 55
17 | Acido 9,12-octadecadienoico 24,02 | 280 81
18 | Acido 9-octadecenoico 24,07 | 282 55
19 | Pentacosano 24,20 | 352 57
20 | Acido octadecanoico 24,24 | 284 73
21 | Linoleato de etilo 26,47 | 308 67
22 | 9-octadecenamida 26,53 | 281 59
23 | Erucamida 30,86 | 337 59
24 | Escualeno 31,28 | 410 69
25 | Tricosano 31,88 | 280 57
26 | Octadecano 33,90 | 254 57
27 | Ergosta — 5,7,9(11),22 — tetraen-3 — ol 34,47 | 394 251
28 | Ergosta — 5,8,22-trien — 3 — ol* 34,55 | 396 363
29 | Ergosta — 5,7,22-trien — 3 — ol* 34,82 | 396 363
30 | Colesta —4-en — 3-ol 35,19 | 384 124
31 | Ergosta — 5,8-dien — 3 — ol 35,35 | 398 365
32 |Ergosta—7—-en—-3-ol 35,47 | 400 400
33 | Estigmasta—5—-en—-3-ol 35,48 | 400 400
34 | Estigmasta — 3 —ona 36,32 | 414 231
35 | Estigmasta—4 —en—-3-ona 37,22 | 412 124

*compuestos que no pueden ser diferenciados con certeza por la metodologia usada.
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Tabla 1-7. Porcentaje de abundancia relativa de compuestos determinados por CG-EM

Flammulina velutipes

Grifola frondosa

Hypsizygus tessulatus

Compuesto
SY ‘ LZ ‘ HTI ‘ ST ‘ HMB ‘ HMA | SY ‘ Lz ‘ HTI | ST ‘ HMB ‘ HMA | SY | LZ | HTI ‘ ST | HMB | HMA
Acidos grasos
Acido hexanoico 0,85 1,31 NC NC NC NC NC NC
Acido octanoico 0,32 0,36 0,57 0,19 NC NC
Acido nonanoico 0,39 NC
Acido dodecanoico NC 0,68 1,71 NC NC NC 1,95
Acido tetradecanoico NC 0,28 0,29 NC NC NC
Acido pentadecanoico 0,30 0,60 NC NC NC
Acido hexadecanoico 13,8 | 10,70 | 14,50 | 13,00 | 15,30 | 17,50 | 19,80 | 14,34 | 34,75 | 17,90 | 19,60 | 16,80 | 17,00 7,83 (13,10 | 21,14 | 7,41 | 14,9
Acido 9,12-octadecadientico | 52,0 | 55,40 | 32,00 | 33,00 | 45,70 | 4390 | 5,70 15,40 | 8,86 | 11,30 | 15,50 | 8,49 | 47,60 | 46,50 | 45,80 | 14,90 | 22,00 | 23,6
Acido 9-octadecenoico 26,0 | 21,00 13,10 | 14,40 | 20,10 | 20,40 | 31,20 | 30,30 | 34,90 | 20,30 | 26,50 | 23,10 | 27,20 | 22,60 | 23,10 | 27,31 | 15,00 | 19,7
Acido octadecanoico 6,33 | 11,50 2,23 3,07 4,95 4,95 6,12 | 11,10 | 5,45 2,86 | 490 | 2,20 4,90 8,79 2,49 554 | 2,37 | 3,17
Esteres
4-etoxi-benziloato de etilo 0,32
Tetradecanoato de 2-propilo 0,40 NC | 0,09
9-octadecenoato de metilo 0,45
9,12-octadecadienoato de
etilo 0,27
Esteroles

Ergosta-5,7,9(11),22—
tetraen-3 —ol 0,52 0,50 0,52 0,56 NC | 1,17
Ergosta—5,8,22-trien—3-ol o 035 | 029 | 012 | 1,00 NC | NC
Ergosta-5,7,22-trien—3—ol NC NC 7,66 11,60 | 6,39 NC 8,77 | 4,68
Colesta—4-en-3-ol 0,43
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Tablal-7:(Continuacion)

Flammulina velutipes

Grifola frondosa

Hypsizygus tessulatus

Compuesto
SY Lz HTI ST HMB | HMA SY LZ HTI ST HMB | HMA SY LZ HTI ST HMB | HMA
Ergosta — 5,8-dien — 3 — ol 1,08 2,26 0,33 0,33 NC
Ergosta— 7 —en -3 -ol 0,52 1,97 0,34 0,77 NC NC NC 1,08 NC
Estigmasta—5—-en—3—ol 1,02 NC 0,69 | 1,25 | 3,17
Estigmasta — 3 — ona 1,38 150 | 1,06 NC NC 1,87 | 1,32 NC | 0,87 NC
Estigmasta—4—-en—-3-ona | 1,23 NC 0,74 0,73 | 296 | 2,78 NC NC 1,45 | 1,49 | 0,04 NC | 0,59 | 0,76
Aldehidos
2,4-heptadienal 0,39
2,4-decadienal NC NC NC NC 0,86 | 0,86 1,26 | 0,62 | 2,79 NC 0,68 NC | 0,66 0,57 NC | 1,14 | 0,53 | 4,14
Hidrocarburos
Bicicloelemeno 0,47 0,23
Biciclogermacreno 0,29 0,22
Supraeno (escualeno) 0,20 NC 2,02 | 0,68
Tricosano 1,07
Ciclohexadecano 0,32 0,20
Octadecano 1,02
Otros
Oleamida 1,13 2,42 1,84 | 1,28 0,65 1,19
Erucamida 0,83 17,5 0,14 1,38 19,7 | 9,33 | 28,80 0,12 | 1,46 | 1,53 | 31,00
Espatulenol 1,71

SY, harina de soya; LZ, linaza; HTI, trigo integral; ST, salvado de trigo; HMB, maiz blanco; HMA, maiz amarillo. NC no cuantificable.
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En cuanto a la variacién presentada en los perfiles cromatograficos consecuencia del uso
de los tres hongos, se encuentra que al igual que lo observado por CCD, F. velutipes e H.
tessulatus tienen composiciones similares, con una mayor variacion en términos de

cantidad y variedad estructural comparados con G. frondosa.

Relacionado con las particularidades de los metabolitos determinados, dentro de los
acidos grasos de mayor porcentaje de abundancia relativa (Tabla 1-8) se encuentran el
palmitico (C16:0), oleico (C18:1 w9) y linoleico (C18:2 w6). Al comparar estos resultados
con los obtenidos para otras especies (Tabla 1-8), se observa que su contenido varia
ampliamente dependiendo del tipo de hongo, como ya ha sido reportado por otros
autores(77).

Adicionalmente, los porcentajes de &cidos grasos insaturados predominan sobre los
saturados, excepto en G. frondosa, concordante con lo reportado por Barros et al.(78). Lo
anterior es de interés, debido a que particularmente el acido linoleico se considera un
acido graso esencial, al no ser sintetizado por los humanos(79), y estar relacionado con la
disminucion del riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares, hipertension, artritis, y
bajos niveles de triglicéridos(80). En cuanto a la presencia de esteres de acidos grasos
(Tabla 1-7), estos ya se han reportado en hongos (Kanagasabapathy et al.(81)), no
obstante, su contenido es menor a lo mencionado por Chegwin y Nieto(55) empleando
fuentes de nutrientes similares, quienes indican que son los compuestos mayoritarios en

Pleurotus ostreatus cultivados de igual manera empleando harinas de cereales.

Tabla 1-8. Comparacion de abundancia relativa de 4cidos grasos con literatura.

Especie % abundancia relativa Autor
C16:0 C18:1 w9 C18:2 w6

F. velutipes 10,7a17,5| 13,1a26,0 | 32,0a55,4 Este trabajo
G. frondosa 14,3a19,8 | 20,3a31,2 | 5,7a15,5 Este trabajo
H. tessulatus 7,4a17,0 13,1a27,2 | 22,0a47,6 | Este trabajo
Cantharellus cibarius 13,08 10,78 53,59 Barros et al.(78)
Calocybe gambosa 18,10 15,16 57,7 Barros et al.(78)
Pleurotus sajor-caju 13,9 16,4 53,8 Kavishree et al.(77)
Termitomyces mummiformis | 16,0 18,2 58,0 Kavishree et al.(77)
Agaricus arvensis 14,55 15,46 56,11 Barros et al.(82)
Laetiporus sulphureous 10,80 13,91 57,00 Sinanoglou et al.(83)
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Con respecto a los esteroles, el ergosterol (ergosta-5,7,22-trien-33-ol) se detecté en la
mayoria de tratamientos de F. velutipes, debido a que es el principal componente de las
membranas celulares en los basidiomicetos(84). Sin embargo, en G. frondosa y H.
tessulatus los resultados son inesperados ya que este se determind Unicamente con
salvado de trigo y harina de trigo integral como fuentes de nutrientes, por lo cual se
presume que su presencia se debe encontrar en cantidades no detectables con la técnica
empleada. Aunado a lo anterior, en aquellos casos en los cuales se cuantifico su
contenido, este se encuentra entre el 50% y 70% del total de esteroles y esta de acuerdo
con lo establecido por Niemenmaa et al.(85) (40% y 85% del total de esteroles).

Por otro lado, para F. velutipes, la presencia de ergosterol o ergosta-5,8,22-trien-33-ol y
ergosta-5,7-dien-33-ol concuerda con lo obtenido por Yi et al.(86) para esta especie.
Estigmasta-4-en-3-ona, presente en la mayoria de tratamientos, se reporta cominmente
en plantas y liquenes y se le atribuye actividad hipoglicemiante(87). En macromicetos se
ha reportado Unicamente en Antrodia camphorata(88) y Pleurotus sp.(54).

Con respecto a las amidas, la oleamida es un compuesto encontrado naturalmente en
plantas y hongos (89) (90). La erucamida, conocida por estimular la angiogénesis(91), no
se ha reportado en hongos, pero si su acido correspondiente, el acido eracico(92,93).

En relacién a los aldehidos 2,4-heptadienal y 2,4-decadienal, en literatura se definen
como componentes aromaticos relacionados con el sabor de diversos alimentos, entre
estos los hongos comestibles y derivan de productos de degradacién u oxidacion de
lipidos(94). Particularmente el 2,4-decadienal, se detectd en todos los tratamientos y

posiblemente deriva del éster del &cido linoleico(95).

Dentro de los hidrocarburos el biciclogermacreno, el cual ha presentado un efecto
larvicida en mosquitos vectores de malaria y dengue(96), Unicamente fue determinado en
F. velutipes, también se ha reportado en hongos y es atribuido a una respuesta al estrés
bidtico. El escualeno, compuesto precursor de los triterpenoides(97), se detecto al
emplear salvado de trigo para todas las especies. Finalmente, el tricosano y octadecano
se han reportado para F. velutipes y otras especies(98), a pesar que en este trabajo se

detecta Unicamente en salvado de trigo para G. frondosa.

En la Figura 1-12 se presentan de forma gréfica los resultados anteriormente descritos

obtenidos de los andlisis de los cromatogramas para los distintos casos estudiados, los
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cuales permiten seleccionar a la harina de trigo integral y el salvado de trigo, con base, en
la variabilidad estructural asi como en la abundancia relativa de los metabolitos
determinados, para continuar la siguiente fase del proyecto.

Por otro lado, los resultados no facilitan la eleccién de una especie entre F. velutipes y H.
tessulatus, asi que su seleccidn se realiz6 con base en un comparativo de los reportes
encontrados que se enfocan en el cultivo sumergido de estas especies, indicando que H.
tessulatus presenta pocos estudios particularmente en este tema, hecho que abre la
puerta para posibles resultados prometedores enfocados a la investigacion vy
bioprospeccion de los macromicetos.

De igual forma es importante resaltar, que los resultados obtenidos en esta investigacion,
no se pueden correlacionar con reportes previos, debido a que los trabajos hechos por
otros autores, estan enfocados a otro tipo de metabolitos como son los polisacaridos, no
se comparan las tres especies y mucho menos el empleo de fuentes de nutrientes

alternativas como las descritas en el presente estudio.

Figura 1-12. Variabilidad de compuestos determinados por CG-EM para cada especie

empleando las fuentes de nutrientes evaluadas.

Especie

M. velutipes
257 . frondosa
[CIH. tessulatus

2071

Compuestos
7

SY Lz HTI ST HME Hia
FuenteMutrientes
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1.4 Conclusiones

Bajo las condiciones empleadas en este estudio, la FeSup no es una herramienta eficaz
que permita la seleccion de un macromiceto o fuente de nutrientes que favorezca mayor

produccién de micelio, con miras a su posterior cultivo por FEL.

De igual forma se determindé que para la cepa de G. frondosa estudiada y bajo las
condiciones de cultivo evaluadas, no hay un efecto positivo de las fuentes de nutrientes

sobre la produccién de biomasa y su composicion.

Los resultados descritos en este capitulo permitieron determinar que al emplear FEL para
el cultivo de H. tessulatus, G. frondosa y F. velutipes, se evidencia un efecto tanto de la
fuente de nutrientes como de la especie en la producciébn de biomasa y en su
composicion. Con el uso de harina de trigo integral se presenta una produccién media de
biomasa, diferente al salvado de trigo que genera una baja cantidad. No obstante, estas
dos fuentes de nutrientes incentivan la maquinaria biosintética de las especies evaluadas.
En lo referente a los resultados, con salvado de trigo como fuente de nutrientes, es de
interés realizar un proceso de optimizacién de las condiciones del cultivo, teniendo en
cuenta que a pesar de la baja produccion, la composicién de la biomasa obtenida con su

empleo, resalta sobre los resultados obtenidos con otras fuentes de nutrientes.

La seleccion de la especie H. tessulatus para realizar el proceso de optimizacion, se
realizé con base en su comportamiento en términos de la cantidad de biomasa y la
composicion de la misma, aunado al bajo nimero de estudios enfocados en su cultivo por
FEL.
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2 CAPITULO 2 Optimizacion de la cantidad de fuente de
nutrientes e inoculo para la fermentacion en estado

liguido de Hypsizigus tessulatus.

2.1 Antecedentes

Los hongos macromicetos, asi como la mayoria de los organismos vivos, tienen la
habilidad de responder a alteraciones ambientales, generando cambios fisiol6gicos(99).
Esta caracteristica es aprovechada en los procesos biotecnoldgicos en los que, a través
de cambios en las variables del proceso, se obtienen comportamientos diferentes en el
hongo, lo que conlleva a obtener modificaciones en el producto final, tanto en el
crecimiento como en la producciébn de metabolitos. Las condiciones Optimas de
fermentacion dependen de la naturaleza del producto deseado es decir, si es biomasa o
un metabolito en especial (polisacaridos, enzimas, triterpenoides, etc.)(100). Los factores
gue influyen en la eficiencia del bioproceso se agrupan de acuerdo a las tres propiedades
del sistema: fisicas, quimicas y biologicas. Entre estos factores se encuentran la
composicion del medio de cultivo, pH, aireacion, agitacién, temperatura, presencia de
elicitores, y cantidad de in6culo, entre otros. De esta forma, el manejo de cada uno de
estos factores durante el proceso, permite direccionar el cultivo biotecnolégico hacia un

objetivo determinado.

2.1.1 Influencia de las condiciones de cultivo en la FEL.

2.1.1.1 Fuente de carbono nitrégeno y su relacion

Con respecto a la composicion del medio, el carbono es el elemento estructural
mayoritario empleado por los hongos para la biosintesis de los diferentes metabolitos, asi
como la fuente de energia requerida para sus procesos metabdlicos(8) , representa la
mitad del peso seco de un hongo y por todas estas razones estd catalogado como un
macronutriente. Como fuente de carbono, el carbohidrato mas comiunmente usado en la
FEL es la glucosa y su transferencia al interior de la célula se realiza via transporte activo
o difusion facilitada. Otros tipos de fuentes de carbono pueden ser la lignina, celulosa o

hemicelulosa, obtenidas por la accion de exoenzimas que degradan estos sustratos,
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adicionalmente, lipidos, proteinas, acidos organicos, polisacaridos, manosa, fructosa y

disacaridos, entre otros pueden ser usados como fuente de carbono(9).

El suministro de nitrégeno es necesario para la sintesis de todos los compuestos que
contienen dicho elemento, como las proteinas, purinas, pirimidinas y quitina (N-
acetilglucosamina)(8). Las fuentes de nitrégeno pueden ser inorganicas u organicas. Entre
las inorganicas encontramos las sales de nitrato, nitrito o del ion amonio, pudiendo ser
este Ultimo empleado por la mayoria de hongos como Unica fuente de nitrégeno. En
cuanto a las fuentes orgénicas son relevantes los aminoécidos, a partir de los cuales los
hongos pueden sintetizar por transaminacion todos aquellos compuestos que necesiten

para sus procesos bioquimicos(9).

Estudios relacionados con la optimizacion de la produccién de hongos macromicetos, han
demostrado que las fuentes de carbono (FC) y de nitrégeno (FN) son los factores mas
importantes a tener en cuenta para la produccion de biomasa y metabolitos
biol6gicamente activos (MBA)(70). Xu et al.(68) compararon el uso de FC con
composicion definida (glucosa o fructosa) y complejas (harina de maiz y soya), reportando
que con estas Ultimas hay una mayor produccién de acidos ganodéricos en Ganoderma
lucidum. En un estudio similar pero con Antrodia camphorata, Shih et al.(68,101)
observaron que altas concentraciones de glucosa benefician la formacion del micelio,
mientras que la harina de maiz favorece la produccién de triterpenos. Los autores
atribuyen este comportamiento a las FC complejas, las cuales pueden beneficiar la
produccion de metabolitos secundarios, debido a que se evita la represion catabolica,
generada por altas concentraciones de glucosa u otros sustratos facilmente

metabolizables.

En lo concerniente al efecto de diferentes FN se ha establecido que las complejas (harina
de soya y salvado de trigo) aumentan el contenido de acidos ganodéricos comparado con
urea, (NH;)SO, y NH4,NO; para G. lucidum. Adicionalmente los autores indican que el uso
de FN organico incrementa el contenido de dichos metabolitos comparado con las fuentes

inorganicas(68), resultados que son consistentes con los obtenidos por Shih et al.(101)

De otra parte, el valor de la relacion C/N se reconoce como una de las variables
imprescindibles que rige la produccion de metabolitos y biomasa, como se refleja en la
investigacion adelantada por Zhang et al.(102) en G. lucidum. Sin embargo, también se ha

reportado que esta relacién no influye directamente en la biosintesis de triterpenoides, en
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3 especies de Pleurotus sp.(54). Lo anterior indica que el efecto de la C/N puede ser

dependiente de las especies evaluadas.

En la Tabla 2-1 se consighan algunos de los resultados mas destacados en la evaluacion
del efecto de la FC, FN y la relacién C/N de los mismos sobre la produccién de triterpenos
en macromicetos, en donde se puede observar que el uso de FC de dificil metabolizacion,
tienen potencial sobre el aumento de la produccién de triterpenoides. La mayoria de
basidiomicetes presentan mayor produccién de biomasa y MBA con FN organicas
complejas, comportamiento explicable por la escasa sintesis de algunos aminoacidos
esenciales al usar fuentes inorganicas(68,101).

2.1.1.2 Efecto del pH en el cultivo por FEL de macromicetos.

En relacion al pH del medio, esta condicion tiene un marcado efecto sobre la velocidad de
crecimiento, la permeabilidad de las membranas, el transporte de nutrientes, la solubilidad
de los mismos, la eficiencia de las reacciones enzimaticas, la funcion de la membrana
celular, la morfologia y la estructura celular, el estado i6nico de los sustratos, la fijacién de
varios nutrientes y la biosintesis(103). La mayoria de los hongos, con algunas

excepciones, presentan un mejor crecimiento vegetativo a pH ligeramente acido.

En cuanto al estudio de su efecto sobre la producciébn de metabolitos secundarios y
especificamente de acidos ganodéricos, Fang y Zhong(103) reportaron que la produccién
maxima de biomasa en matraz se da entre pH 5,5y 6,5 para G. lucidum. Adicionalmente
los autores mencionan que el pH inicial del medio presenta variacion con el transcurso de
los dias: Inici6 con el descenso a 3,2 (hasta el dia 8) y luego de 10 dias el pH se elev6 a
7,0, momento en el que la glucosa residual disminuye. Este fenédmeno esta relacionado
con el consumo del monosacarido durante el crecimiento del hongo, dando lugar a la
produccion de ciertos acidos organicos de cadena corta. En consecuencia la acumulacion
de estos Ultimos puede estar relacionada con la maxima produccién de &acidos
ganodéricos en el dia 8 de cultivo. El decline del pH causado por la produccion de acidos

organicos, resulta ser un patron observado en otros estudios(101).
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Tabla 2-1 Efecto de algunos factores de cultivo en la produccién de triterpenoides en macromicetos.

q Compuesto . .
Especie(s) objetivo Variable(s) estudiada(s) Resumen
Efecto de fuente de carbono, nitrégeno y relacion C/N
. Se determind que la harina de cebada y avena tienen efecto positivo sobre la
Efecto de FC complejas(104) | qoymulacién de 4cidos ganodéricos, consecuencia de los &cidos grasos
insaturados, proteinas, vitaminas presentes en la semilla de las cuales se
. lacién C/ Usando lactosa (FC), peptona y extracto de levadura (FN), evaluaron diferentes
Ganoderma lucidum Acidos Relacion C/N(102) valores de C/N, determinando que la relacién con mayor proporcién de N (20:10)
ganodéricos es la mas éptima. EI N requerido por el organismo es el ideal a esta concentracion
Determinan mayor produccion con el mosto de la cebada (FC), obteniendo
Efecto de FC, FN(105) triterpenoides del 24% por encima del control, y de extracto de levadura (FN) 46%
por encima. Los componentes de las FC y FN seleccionadas, aportan los
o, Evaluaron las FN: Sulfato de amonio, glutamina y asparagina, determinando un
Efecto de la limitacion de FN(1) | mayor incremento del contenido de acidos ganodéricos con la limitacién de
nitrégeno, debido a induccion de los genes biosintetizadores,como respuesta al
Agari bi Efecto de distintos sustratos La combinacién entre sustrato de malta y FEL permitié la mayor produccion de
garicus bisporus Esteroles (FC), comparacién de FEL y esteroles. Sin embargo todos los sustratos mostraron potencial (malta, trigo, pulpa
cultivo tradicional (106) de manzana, uva, pifia y cascara de manzana, uva y pifia).
. Efecto de FC no Se determina que el tipo de FC (harinas de cereal) tiene impacto en la produccion
Pleurotus sp. Triterpenos . . : . . .
convencionales(54) de triterpenos y se refleja en la cantidad y variedad estructural de los triterpenos.
. . . Efecto de FC y concentracion La glucosa beneficio la produccion de ergosterol, comparada con otras FC de facil
Agaricus brasiliensis Ergosterol

inicial de glucosa(107).

metabolizacion. Adicionalmente, alta concentracion inicial de glucosa resulta no
ser favorable para la produccion de ergosterol.

Hypocreales sp.

Triterpenoides
y esteroides
polihidroxilados

Efecto de FC y FN.(108)

Evaltan diferentes fuentes de carbono y nitrdgeno y determinan que sacarosa y
extracto de levadura muestran la maxima produccion de los metabolitos
evaluados.
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Tabla 2-2 Continuacién

Especie(s) Compuesto Variable(s) estudiada(s) Resumen
objetivo
Efecto de pH
Ganoderma lucidum Acidos H inicial(103 Obtuvi | de 5.5 v 6.0 (o
ganodéricos pH inicial(103). uvieron valores de 5,5y 6,0 como Optimos.
Ganoderma lucidum Acidos . . . , . , .
s pH inicial(105) Determinan pH de 5,4 como favorable para la produccién de acidos ganodéricos.
ganodéricos
Efecto de elicitores
Ganoderma lucidum Acidos Efecto de CaCl_(109) La adicion al medio del ion calcio incrementa la produccion de acidos ganodéricos ,
ganodéricos 2 debido a la activacién transcripcion de los genes involucrados en la biosintesis de
acidos ganodéricos
Ganoderma lucidum Acidos La adicion de celulasa incrementd el contenido de &cidos ganodéricos un 36%
ganodéricos Celulasa(102) comparado con el control, asociado a la degradacién de la pared celular, lo que
conlleva a una reaccion del sistema de defensa del hongo.
S Ergosterol L Luego de dos horas de irradiacion UV-B sobre el micelio del hongo, se incrementa
Cordyceps militaris (vitamina D) Irradiacion UV-B(110) el contenido de vitamina D, y disminuye el ergosterol.

Antrodia
cinnamomea

Triterpenoides

Adicion de monoterpenos al
medio(111)

Demostraron que la adicion de limoneno en etanol incrementa el contenido de
triterpenoides, comportamiento relacionado con la incorporacion del monoterpeno
en el citoplasma y posterior aumento de la sintesis de triterpenoides.

Antrodia
cinnamomea

Triterpenoides

Efecto de elicitores quimicos y
fisicos(112)

Evaldan el efecto de quitosan, ion calcio y fluctuaciones de temperatura. El
aumento en la produccibn de triterpenoides se relaciona con el
desencadenamiento de respuestas fisioldgicas, lo que genera reacciones

Inonotus obliquus

Triterpenoides

Efecto de &cidos grasos y metil
jasmonato(113)

La adicién de acido linoleico o metil jasmonato con Tween-80 aumentan la
produccién de triterpenoides. El primero relacionado con la permeabilidad de la
membrana celular por la presencia de acidos grasos poliinsaturados, y el segundo

Hypocreales sp .

Triterpenoides
y esteroides
polihidroxilados

Adicion de acidos grasos y
quitosan(108)

Determinan el efecto positivo en la produccién de triterpenos del acido linoleico.
Ademas la adicién de quitosan incrementa la produccion de triterpenos un 71%
comparada con otros elicitores como CaCI2

37




Capitulo 2

Than et al.(99) realizaron el cultivo de G. lucidum en bioreactor de 5,5 L, en el cual es
posible controlar el pH en el transcurso del cultivo, determinando que mantener el medio
con un pH constante de 3,0, permitia obtener la mayor produccién de acidos ganodéricos.
Adicionalmente evaluaron una nueva estrategia para estimular la produccion de dichos
metabolitos, dividiendo el tiempo de cultivo en dos fases. La primera de ellas a un pH de
3,0 hasta el 4 dia y la segunda desde el dia 4 hasta el 16 con tratamientos de pH a 3,0,
4,5y 5,0, obteniendo la méxima cantidad de los triterpenoides a pH de 4,5 en la segunda
fase, demostrando que cambios de este factor en el transcurso del cultivo, mejoran la
produccion de los MBA. La Tabla 2-1 presenta de forma resumida los estudios
relacionados con la influencia del pH en la obtencion de triterpenos.

2.1.1.3 La oxigenacion y la temperatura en la FEL de macromicetos.

El componente gaseoso de la atmésfera con mayor influencia sobre los hongos es el
oxigeno. La mayoria de estos organismos son aerobios, por lo tanto la presencia de dicho
elemento para su desarrollo es determinante, debido a que en sus procesos metabélicos
lo usan como aceptor final de electrones, generando un metabolismo oxidativo(9).
Adicionalmente, este elemento es constituyente de varios compuestos importantes en la
nutricién, incluyendo carbohidratos, alcoholes, acidos, aminoacidos, entre otros(8). La
principal fuente de oxigeno para los hongos aerobios es la atmosfera, sin embargo,
también pueden obtenerlo junto con el hidrégeno a partir de la molécula de agua, que
puede resultar bien sea del metabolismo de algunos compuestos organicos o de la

presente en el medio(114).

En cultivo sumergido, Tang y Zhong(115), demostraron que el suministro del oxigeno
afectd el tamafio de los pellets de G. lucidum, observando que al incrementar la cantidad
del mismo, el tamafio del pellet aumento, limitando la presencia del elemento dentro de
este. Como resultado la produccion de biomasa disminuyd, pero el contenido de acidos
ganodéricos se increment6. Xu y Yun(116) encontraron que la aireacién afecta
significativamente las caracteristicas moleculares de los exopolisacaridos obtenidos a
partir de Paecilomyces tenuipes durante la FEL, indicando que se puede generar
confusiones en el control de calidad de estos compuestos al variar las condiciones de
aireacion. Oh et al.(117) evaluaron el proceso de obtencion de un exobiopolimero a partir
de Cordyceps sphecocephala empleando biorreactor, demostrando la importancia del
control no solo de la tasa de aireacidn, sino de la agitacion, ya que permite obtener pellets

de morfologia especifica que conllevan un incremento en la produccién del
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exobiopolimero objetivo. Los anteriores trabajos indican la importancia de la disponibilidad
de oxigeno en el medio de cultivo, afectando el crecimiento celular, morfologia, tasa de

asimilaciéon de nutrientes y de la biosisntesis de metabolitos(100).

Por otro lado, se sabe que en la naturaleza la temperatura define la distribucién en las
especies de hongos, y en consecuencia su sobrevivencia(8), debido a su influencia
directa sobre la tasa metabdlica, especificamente en la actividad enzimatica, y en
consecuencia, en la sintesis de vitaminas, aminoacidos y otros metabolitos. Los hongos
macromicetos tienen la capacidad de crecer en un amplio rango de temperaturas(118), no
obstante, la mayoria se clasifican como mesdfilos, los cuales pueden crecer en un
intervalo entre 10 - 35°C. En un proceso de fermentacién, el organismo tendra una
temperatura Optima en la cual la produccién de diferentes metabolitos se incrementa y
gue corresponde a la temperatura ideal de desarrollo por parte del hongo, no siendo este
el Unico factor de incidencia, ya que la temperatura presenta también influencia sobre la

solubilidad del oxigeno en el medio.

Para la produccion de triterpenos, el efecto de la temperatura no ha sido sisteméticamente
estudiado. No obstante, con base en la escasa informacion de literatura(103)(115)(112),
el rango comunmente usado para favorecer su obtencion, se encuentra entre 25 y 30°C,
temperaturas que coinciden con las requeridas para el crecimiento de forma tanto natural
como por cultivo tradicional. Por otro lado se reporta(112), que fluctuaciones de
temperatura (25°C por 10h y 10°C por 14h) pueden incrementar la produccion de
triterpenos en Antrodia cinnamomea. Esta variacion puede desencadenar respuestas
fisiologicas, que llevan al hongo a sintetizar metabolitos secundarios como respuesta al

estrés producido por la disminucién de la temperatura.

2.1.1.4 Cantidad de in6culo y uso de elicitores en el cultivo por FEL de macromicetos.

Otra condicién de cultivo de importancia es la densidad de inoculaciéon o la cantidad de
indculo. Es asi como se ha demostrado que este parametro puede influir en la produccion
de compuestos de G. lucidum, al igual que en la morfologia del pellet. Al respecto, Fang et
al.(119) evaluaron el efecto de la adicion de distintas densidades de in6culo (70, 170, 330
y 670 mg peso seco/L), encontrando que una baja cantidad de in6culo (70 mg peso
seco/L) es més favorable para el contenido de acidos ganodéricos (26% mayor
produccion). Adicionalmente, determinaron que una alta densidad de in6culo producia
pellets de menor tamafio, mientras que una baja desarrolla pellets de mayor tamafio. Esto

tiene gran relevancia, debido a que pellets de mayor tamafio presentan limitacion de
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oxigeno en su centro, lo que incrementa la produccion de polisacaridos y acidos

ganodéricos.

2.1.1.5 Efecto de los elicitores en el cultivo por FEL de macromicetos

En lo referente a los elicitores, éstos pueden ser quimicos cuando se refiere a
compuestos que estimulan la produccién de metabolitos en organismos(120) o fisicos
como la luz. La presencia de elicitores en el bioproceso incide en la biosintesis de
metabolitos. Como ejemplos se tienen quitosan y CaCl, (Ca*) que han sido usados como
elicitores quimicos(112), incrementando 20% y 10%, respectivamente, la produccion de
triterpenos. El efecto del quitosan se atribuye a su actividad antimicrobiana y el de la
adicion de Ca" esta relacionado con el cambio en la permeabilidad de la membrana
celular y el control de la actividad de las enzimas fangicas involucradas en la expansion
de la pared celular del hongo(112,121), desempefiando un papel como factor de estrés.
La Tabla 2-1 recopila los estudios relacionados con el efecto de elicitores sobre la
produccion de triterpenos.

Todo lo anterior resalta la importancia del manejo de las condiciones de cultivo para la
obtencién tanto de un mayor titulo de biomasa como de la mejor composicion de la

misma.

No obstante, se debe tener en cuenta, que para el andlisis del efecto de dos o mas de los
factores antes indicados, los disefios factoriales son mas eficientes que el método de
analisis de factores uno a la vez, esto en términos de las observaciones necesarias y en
consecuencia el tiempo y los recursos requeridos. Adicionalmente, los disefios factoriales
permiten evaluar la interaccién, si la hay, de los factores estudiados para asi evitar
conclusiones erréneas, relacionadas con el efecto de esta interaccion. A continuacion, se

describen los disefios factoriales cominmente usados para la optimizacién de factores.

2.1.2 Disefios experimentales para la optimizacion de

procesos.

La metodologia de superficie de respuesta (MSR), es un disefio factorial que ha sido
ampliamente aplicado para la optimizacion de la composicion de medios de cultivo usados
para la obtencion de diferentes organismos, entre ellos los macromicetos(122). Es una

coleccion de técnicas estadisticas que se emplean para el disefio experimental, desarrollo
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de modelos, evaluacién de factores y busqueda de condiciones 6ptimas(123). Hay dos
tipos principales de disefios de superficie de respuesta: Disefios centrales compuestos y
disefios de Box-Behnken.

Los disefios centrales compuestos pueden ajustarse a un modelo cuadratico completo y
son los experimentos disefiados de superficie de respuesta que mas se utilizan. Suelen
usarse cuando el plan del disefio requiere de un experimento secuencial, debido a que
pueden incluir informacién de un experimento factorial planificado correctamente. Es un
disefo factorial o factorial fraccionado con puntos centrales, ampliado con un grupo de
puntos axiales (también denominados puntos de estrella) que permiten estimar la
curvatura. Los disefios centrales compuestos son especialmente (tiles en los
experimentos secuenciales, porque frecuentemente permiten ampliar experimentos
factoriales anteriores al agregar puntos axiales y centrales. Una variacion de este tipo de
disefio factorial es el uso de disefios rotables, los cuales ofrecen varianza de prediccion
constante en todos los puntos que estan equidistantes del centro del disefio.

En cuanto a los disefios de Box-Behnken, por lo general tienen menos puntos de disefio
gue los centrales compuestos y, por consiguiente, resulta menos costoso ejecutarlos con
el mismo numero de factores. Pueden estimar eficientemente los coeficientes de primer y
segundo orden; sin embargo, no pueden incluir corridas de un experimento factorial. Los
disefios de Box-Behnken siempre tienen 3 niveles por factor, a diferencia de los disefios

centrales compuestos, que pueden tener hasta 5.

En la Tabla 2-2 se resumen los resultados de diferentes trabajos enfocados en la
optimizacion de variables del cultivo de macromicetos, de donde se puede concluir que
la fuente de nutrientes es uno de los parametros de mayor interés por tener un efecto
preponderante sobre la produccion de micelio y su composicion. La evaluacion de dicho
efecto se ha enfocado principalmente en los géneros Pleurotus(56,123), Agaricus(124),
Antrodia(125) y las especies Ganoderma lucidum(68,99), Cordyceps militaris(122),
Morchella esculenta(126), dejando de lado el estudio de otras especies de hongos de
interés comercial con comprobadas propiedades nutricionales y metabolitos poseedores
de bioactividad, como son: Grifola frondosa, Flammulina velutipes e Hypsizygus
tessulatus(127-129).
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Tabla 2-2 Estudios relacionados con la optimizacion de factores para la obtencién de

diferentes productos a partir de hongos macromicetos.

OBJETIVO DEL

HERRAMIENTA

ESPECIE ESTUDIO FACTORES EVALUADOS DE OPTIMIZACION REF.
. Optimizacion de
Pleurotus ostreatus B_lomff\s_a, F_ue’nte de carbono 'y superficie de | (123)
polisacéridos nitrégeno
respuesta
Biomasa Fuente de - carbono 'y Disefio central
Agrocybe cylindracea L nitrégeno, pH, temperatura, (121)
exopolisacaridos . compuesto rotable
minerales
Antrodia cinnamomea Biomasa F.ue'nte de c.arb.o’no y | Diseno central (125)
nitrégeno, pH, agitacion, compuesto rotable
Ganoderma Iu_c!dum Medio de cultivo, pH,
Pleurotus cystidiosus . N
Volvariella volvacea Lipidos temperatura, agitacion Factor por factor (130)
Schizophyllum commune
. Fuente de carbono vy | Optimizaciéon de
. . Biomasa - . °
Hericium erinaceum o nitrégeno, pH, minerales, | superficie de | (131)
polisacéridos O
vitaminas. respuesta
Fuente de carbono, | Factor por factor
Inonotus obliquus Betulina nitrégeno y minerales. Disefio central | (132)
pH inicial y temperatura compuesto rotable
Inhibidores de la
. . enzima Fuente de carbono vy
Flammulina velutipes convertidora de | nitrégeno, pH, temperatura. Factor por factor (34)
angiotensina.
Agaricus brasiliensis quma§61_, Fuente de carbono, vitamina Factor por factor (124)
expolisacaridos | B;
Hericium erinaceus Blc_Jma§a_, F_ue,nte de_ carbono vy | Disefio central (133)
expolisacéridos | nitrégeno y minerales compuesto rotable
Morchella esculenta B_lomzzls_a, F_ue’nte d_e _carbono y | Disefio central (126)
polisacéridos nitrégeno, vitaminas compuesto rotable
Fuente de carbono, | Optimizacion de
Cordyceps militaris Cordicepina concentracién inicial  de | superficie de | (122)
glucosa y relacién C/N respuesta
Fuente de carbono vy
nitrégeno, relacién  C/N,
. Biomasa, minerales, vitaminas, Disefio central
Fomes fomentarius NN L (70)
polisacéaridos pH inicial, temperatura, | compuesto rotable
agitacion, volumen de

in6culo

Con base en lo expuesto anteriormente, se propuso como objetivo de este capitulo,

realizar un proceso de optimizacién, empleando un disefio factorial compuesto rotable,

gue permitiera evaluar el efecto de la variacion tanto de la cantidad de fuente de

nutrientes como del in6culo usado, en distintos niveles y la interaccion entre estos, sobre

la produccion tanto de biomasa de Hypsizigus tessulatus, como de su composicion,

cultivada empleando salvado de trigo y harina de trigo integral como fuentes de nutrientes.
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2.2 Materiales y métodos

2.2.1Cinética de crecimiento.

H. tessulatus fue cultivado por FEL, siguiendo las condiciones descritas en el numeral
1.2.4, empleando matraces de 250 mL con 100 mL, como fuentes de nutrientes salvado
de trigo (ST) y harina de trigo integral (HTI) y 8 discos de 0,5 cm de diametro compuestos
de micelio y agar como inoculo. Para evaluar la produccion de biomasa seca en el tiempo,
cada tres dias se midi6 la cantidad de micelio obtenida por medio de su peso seco (g/L),
por triplicado. En cuanto a su composicion, se siguié la metodologia descrita en el
numeral 1.2.5.

La determinacion de la tasa de crecimiento especifica (a) se realizdé segun Trinci(134):

Ecuacion 2-1 a=In2/t;
donde, ty es el tiempo de duplicacién o el tiempo en cual se duplica la biomasa y se
determina a partir de datos experimentales con la siguiente ecuacion:

. In x-1
Ecuacion 2-2 t/ty = ~=X0

In2
Donde, x es la cantidad final de biomasa seca, Xy es cantidad inicial de biomasa seca, t es

el tiempo en la fase exponencial y ty es el tiempo de duplicacion.

2.2.2 Diseino experimental

Para el proceso de optimizacion se establecieron dos variables independientes por medio
de la metodologia de superficie de respuesta empleando un disefio central compuesto
rotable, generando nueve combinaciones de tratamientos posibles. La Tabla 2-3 indica
las diferentes combinaciones de tratamientos empleadas, con siete repeticiones
realizadas en el centro del disefio (tratamiento 9). Este tratamiento es el punto de partida
para la optimizacion, teniendo en cuenta que son las condiciones normalmente
empleadas en el grupo de investigacion Quimica de Hongos Macromicetos. El disefio esta
representado por una regresion polindmica, tal como parece en la Ecuacion 2-3 para

generar las gréaficas de contorno:
Ecuacioén 2-3
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Y = 0,765, + 0,323 B1 x; + 0,059 B, x3 + 0,043 B5 x? + 0,474 B Fuente(ST)
+ 0,229 B, Fuente(ST) = x; + 0,051 B, Fuente(ST) * x3

Tabla 2-3 Variables empleadas en el disefio central compuesto, indicando la combinacion
de tratamientos.

. Valores codificados (X2) (X2)
Tratamiento
X1 X2 Cantidad de fuente de nutrientes (g/L) Cantidad de inoculo
(Numero de discos)
1 1 -1 45,00 8
2 1,68 1,08 40,61 11
3 0 1 30,00 12
4 -1,68 1,08 19,39 11
5 -1 0 15,00 8
6 -1,68 -1,08 19,39 5
’ 0 -1 30,00 4
8 1,68 -1,08 40,61 5
9 0 0 30,00 8

X1 = cantidad de fuente de nutrientes. X, = cantidad de in6culo

2.2.3 Analisis estadistico

Para la cinética de crecimiento se realizaron tres replicas, se compararon los datos de
promedio por prueba t Student para determinar diferencias significativas con valor P de
0,05 empleando el software IBM SPSS Statistics(135).

Para el proceso de optimizacién los datos fueron analizados por técnicas de analisis de

varianza (ANOVA) con valor P de 0,05, empleado el software estadistico R(62).

2.3 Resultados y discusion.

Una vez seleccionada el H. tessulatus como la especie a estudiar y el salvado de trigo y la
harina de trigo integral como las dos fuentes de nutrientes mas promisorias, por su
produccion de biomasa seca y la composicion de la misma, era necesario determinar el

tiempo ideal de cultivo con base en los mismos criterios.
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2.3.1Cinética de crecimiento.

El andlisis de la produccién de biomasa seca, esquematizada en la Figura 2-1, permitio
concluir, que ésta es mayor empleando harina de trigo integral, comparada con el salvado
de trigo. El modelo indica el crecimiento exponencial esperado desde el dia 1 hasta el dia
9, con una tasa de crecimiento (u) de 0,0051 g/h para HTI y 0,0023 g/h para ST y un
tiempo de duplicacién de 1,8979 dias para HTI y 4,0258 dias para ST. Este ultimo
parametro indica la velocidad con la que un organismo crece, y si se incrementa el tiempo
de duplicacion, el valor de p se reduce(136). Esta relacion es claramente observable: con

el salvado de trigo hay un mayor tiempo de duplicacion y valores bajos de .

En términos de la menor produccién de biomasa seca observada en ST comparada con el
HTI, los resultados son concordantes con lo reportado para Pleurotus ostreatus, P. djamor
y P. sajor-caju cultivados en las mismas fuentes de nutrientes (137), comportamiento que,
segun los autores, varia dependiendo de la especies cultivada y no esta relacionado con
la proporcion C/N, el contenido de grasas o lipidos de los medios. Sin embargo, es
importante recordar que, como se discutié en el capitulo 1, el salvado de trigo es la fuente
de nutrientes con la que se obtiene el contenido mas bajo en peso, lo cual puede ser
debido a que en el proceso de preparacion del medio de cultivo en donde se realiza
decoccion y filtrado de la fuente de nutrientes, de los 30 g/L de salvado que se pesan
inicialmente, unicamente el 10% esta efectivamente disponible para el hongo, razén por la
que tanto su produccién de biomasa seca como su tasa de crecimiento en este medio es

mas baja y el tiempo de duplicacién por ende es mayor.

Por otro lado, tanto para el ST como para la HTI, a partir del dia 9 inicia la fase
estacionaria que va hasta el dia 15 del ensayo, por lo tanto desde el punto de vista de la
produccion de biomasa seca, la seleccion de este dia como tiempo total de cultivo es la
apropiada, debido a que no se ve un cambio significativo en produccion de biomasa seca
en los siguientes dias del proceso. Cabe aqui anotar que, como se ha reportado por
diferentes investigadores, no hay una relacién directa entre la produccién de biomasa y la
biosintesis de metabolitos(101), se hace necesario evaluar la composicion del micelio
para verificar el efecto del tiempo en la produccién de éstos a lo largo de la cinética de
crecimiento y verificar si, con base en estas 2 variables, la seleccion del dia 9 es o0 no el

mas adecuado.

45



Capitulo 2

Figura 2-1. Cinética de crecimiento de Hypsizigus tessulatus empleando salvado de trigo
y harina de trigo integral como fuente de nutrientes.
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ST: Salvado de trigo. HTI: harina de trigo integral (HTI).
Superindices diferentes indican diferencia entre resultados. a=0,05, n=2.

2.3.2 Composicion de la biomasa a lo largo de la cinética

de crecimiento.

La determinacion de la produccién de metabolitos a lo largo de la fermentacion se realiz6
mediante el analisis de los cromatogramas de gases (Anexo 5-2) de los extractos
correspondientes a los dias 6-15 con las dos fuentes de nutrientes evaluadas. Los
compuestos determinados y sus abundancias relativas se consignan en la Tabla 2-4. De
manera similar como se discutié en el capitulo 1, se evalu6 el efecto del tiempo del cultivo
sobre los principales grupos de compuestos: acidos grasos (20 —25 min) y triterpenoides
(entre 34 - 38 min).

Al analizar los cromatogramas se refleja que, el emplear salvado de trigo como fuente de
nutrientes, durante los dias 9 y 12, genera una menor proporcion de acidos grasos en las
biomasas del H. tessulatus comparado con los triterpenoides, disminuciéon que no es tan
drastica para el caso de la harina de trigo integral. En el dia 15 la proporcién de acidos
grasos supera la de los compuestos triterpenoidales, para las dos fuentes de nutrientes
evaluadas, con una disminucion en la variedad de componentes al emplear harina de trigo

integral, manteniéndose lo ya reportado para el caso del empleo de salvado de trigo como
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componente del medio, como es el incentivar la biosintesis de compuestos

triterpenoidales.

Estos resultados se pueden analizar de una forma méas cuantitativa con base en los datos
consignados en la Tabla 2-4 y representados graficamente en la Figura 2-2. Su andlisis
permite observar una diferencia en los resultados obtenidos con las dos fuentes de
nutrientes: al emplear salvado de trigo hay una disminucion de la abundancia relativa de
los &cidos grasos después del dia 6, pero independiente de esto, el acido linoléico
siempre es el constituyente mayoritario dentro de este grupo de compuestos. En cuanto al
efecto del uso de la harina de trigo integral, la disminucion en el contenido de é&cidos
grasos ocurre, pero de manera menos drastica comparado con el salvado de trigo, y
durante los dias 6 y 9 los porcentajes relativos de &cido linoleico y palmitico son cercanos
(30,29 — 23,94 el dia 6 y 19,96 — 22,11 el dia 9, respectivamente).

Con base en lo reportado por Diamantopoulou et al.(66) quienes indican la disminucién
con el tiempo en el contenido de los acidos grasos a lo largo del cultivo sumergido en
basidiomicetos, especificamente para Volvariella volvacea y Pleurotus sajor-caju, este
comportamiento es similar a lo observado en el presente trabajo. Los autores ademas
mencionan que esto no esta relacionado con la disminucion de glucosa o carbohidratos
similares en el medio, y que altas cantidades de lipidos fueron sintetizadas al inicio de las
fases de crecimiento, mientras que se daba la movilizacion y degradacion de lipidos al
final de la misma y puede ocurrir después del agotamiento o disminucién de la obtencién
de nutrientes del medio de cultivo por parte del organismo, lo que lleva al consumo de sus
propias reservas de lipidos aportando la energia necesaria para su crecimiento y
mantenimiento (138).

En lo que respecta a la disminucion del contenido del acido linoleico en la fase de
crecimiento, este resultado de igual forma ya se habia reportado en el cultivo sumergido
de Flammulina velutipes y Ganoderma applanatum. En contraste, para Pleurotus
pulmonarius, el contenido de dicho acido se incrementaba a lo largo del cultivo(66). Es
bien conocido que distintas especies de hongos tienen diversos comportamientos bajo las
mismas condiciones de cultivo, y para el caso de las abundancia relativas de los &cidos
grasos también estan influenciadas por la fase de crecimiento y la composicion del
medio(66), razén por la cual los resultados diferirdn entre especies. Pese a esto, se
mantiene la caracteristica de que los acidos grasos insaturados predominan sobre los

saturados, concordante con los resultados del presente trabajo.
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Tabla 2-4 Abundancia relativa de acidos grasos y triterpenoides determinados en los dias

6, 9, 12, 15 de la FEL, de la biomasa cultivada en salvado de trigo y harina de trigo
integral.

Compuestos _ Salvaado detgigo . . Harinaatrigo intggral .
6 9 12 15 6 9 12 15

Acido palmitico 18,52| 2,30 7,11 551 | 23,94 | 22,11 | 16,70 | 17,25
Acido linoleico 39,52 | 7,68 14,41 | 15,42 | 30,29 | 19,96 | 23,25 | 29,34
Acido oleico 17,27 | 3,52 8,40 5,59 12,01 | 12,23 | 10,72 | 11,11
Acido esteérico 4,03 | 2,73 2,87 2,40 1,96 3,20 1,90
Ergosta-5,7,9(11),22-tetraen-3 -ol 2,18 2,00 2,72 1,42 1,46
Ergosta-5,8,22-trien-3-ol 1,72 | 2,69 1,05 5,16
Ergosta-5,7,22-trien-3-ol 3,75 | 38,17 | 19,78 | 28,70 | 2,30 | 20,18 | 15,43 | 20,01
Ergosta-5-en-3-ol 1,97
Ergosta- 5,8-dien-3-ol 2,79 2,14 23,00 | 0,79
Ergosta—7—en -3 —ol 2,14 1,49 1,43 1,74
Estigmasta-5-en-3-ol 3,14 2,46 2,90 401
Estigmasta-3-ona 1,86
Estigmasta-4-en-3-ona 0,87 1,49 1,03

® Resultado de analisis por triplicado en cada dia analizado

Figura 2-2 Abundancia relativa de los acidos grasos determinados a partir de los dias 6,
9, 12y 15 de la FEL con las dos fuentes de nutrientes.

Fuente de nutrientes

Salvado de trigo Harina de trigo integral Compuesto

= W Acido estearic
Wicido palmitic:
DAcido oleico

W Acido linoleico

Abundancia relativa

Acerca de los compuestos triterpenoidales, del andlisis de los cromatogramas se puede
concluir que, sin distincion de las dos fuentes de nutrientes evaluadas, en el dia 6 la
presencia de compuestos triterpenoidales en las biomasas es baja. En el dia 9 se
incrementa la biosintesis de este grupo de compuestos, tanto en proporcibn como en
variedad estructural, comportamiento relacionado con la fase de incremento de la
biomasa en la cinética de crecimiento. Esta respuesta permanece durante el dia 12

utilizando salvado de trigo como fuente de nutrientes, pero en el 15 se comienza a
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evidenciar una disminucién, esta Ultima mas evidente para el caso de la harina de trigo

integral.

Sobre la abundancia relativa de los triterpenoides (Figura 2-3 y Tabla 2-4), al emplear
salvado de trigo se da un aumento después del dia 6 de cultivo de este grupo de
compuestos, concordante con el incremento de la biomasa seca, resultados analogos a lo
obtenido por Feng et al., quienes evalian un modelo de cinética para la obtencién de
triterpenoides totales de Ganoderma lucidum e indican que la produccion de este grupo
de compuestos se correlaciona con el aumento de la biomasa, por tanto le atribuyen el

producto de la biosintesis al crecimiento celular(139).

La variedad de compuestos triterpenoidales determinados en las biomasas cultivadas con
las dos fuentes de nutrientes, es mayor en los dias 9 y 12 comparada con el dia 15,
sumado a un incremento de las abundancias relativas de estos compuestos (Figura 2-3).
Lo anterior indica que en estos dias de la FEL la biosintesis de triterpenoides se incentiva,
relacionado también con el inicio de la fase estacionaria. Para explicar esto se debe tener
en cuenta que la fase estacionaria se define por una disminucién en la disponibilidad de
nutrientes del medio o una acumulacién de sustancia toxicas para el organismo, y en
cualquiera de los casos el hongo se encontrara en un proceso de estrés, razén por la cual
la biosintesis de ergosterol y sus derivados se incrementa, debido a que se ha
demostrado que estan involucrados en la resistencia a la peroxidacién de los lipidos de
membrana(140), ademas de incrementar la resistencia mecanica de las células(141). Lo
anterior indicaria una respuesta al estrés del organismo que conlleva a la biosintesis de
este tipo de compuestos(142).

Aunado a lo anterior al emplear salvado de trigo y en los distintos dias de muestreo, se
determin6 en mayor abundancia relativa el ergosterol (ergosta-5,7,22-trien-3-ol),
comparado con los demas triterpenoides (Figura 2-3), comportamiento que es lo esperado

debido a que es el esterol mas abundante reportado en los basidiomicetos (26).

En el mismo sentido, se evidencia una variacién en la abundancia de este esterol con el
transcurso de los dias, particularmente, en el dia 6 en el que se presenta una baja
abundancia relativa comparado con los siguientes dias, comportamiento que ya ha sido
reportado por Shao et al.(143), como consecuencia de la variacion dependiente de la fase

de crecimiento, indicado anteriormente, y del estado nutricional del hongo.
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Figura 2-3 Abundancia relativa de los compuestos triterpenoidales determinados en los
dias 6, 9, 12 y 15 de la FEL con las dos fuentes de nutrientes.

F.nutrientes Compuesto

- . - M Ergosta-5-en-3-ol
salvado de trigo Harina de trigo integral g Ergosta-5.7,9(11) 22-tetraen-3-
ol

50 Ergosta-5 8-dien-3-ol
Ergosta-5,8,22-trien-3-ol

Ergosta-7-en-3-ol
Estigmasta-3-ona
IZ Estigmasta-4-en-3-ona
[ Estigmasta-5-en-3-al
D Ergosta-5,7,22-trien-3-ol
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307 l
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ni

Abundancia relativa

H
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Para los demas triterpenoides no hay un patrén similar observado. Con el uso de la harina
de trigo integral, el comportamiento es analogo al obtenido con salvado de trigo, siendo el
ergosterol el triterpenoide mayoritario determinado, excepto en el dia 6 y con la

particularidad adicional de que en el dia 15, fue el Unico encontrado en la biomasa.

El anterior resultado es interesante, teniendo en cuenta lo establecido previamente donde
un alto contenido de ergosterol es ideal, desde el punto de vista de su contribucion a
potenciales beneficios para la salud y funciones fisiolégicas significativas, como la
actividad antitumoral, relacionada con la inhibicién directa de la angiogénesis inducida por
tumores, ademas su efecto antiinflamatorio, antimicrobial y antioxidante(143), lo que
permite catalogar a este compuesto como de gran potencial desde una perspectiva

medicinal y alimenticia, por ende de las biomasa obtenida a partir del dia 9 de la FEL.

En la literatura, ya se ha evaluado el efecto de las harinas como fuente de nutrientes en la
composicion de la biomasa de especies como Pleurotus ostreatus, Pleurotus pulmonarius
y Pleurotus djamor(55), obteniendo un mayor porcentaje de compuestos triterpenoidales
al emplear salvado de trigo como fuente de nutrientes. Estos resultados concuerdan con
lo obtenido en la presente investigacion para H. tessulatus, donde el uso del salvado de
trigo favorece la biosintesis tanto en términos de cantidad como de variedad estructural
comparado con la harina de trigo integral (Figura 2-3), permitiendo ratificar el potencial

gue tiene el uso del salvado de trigo, como una fuente de nutrientes promisoria para la
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produccién de biomasa con mayor diversidad estructural de compuestos triterpenoidales.
De lo anterior se debe aclarar que salvado de trigo presenta baja produccién de biomasa,
razon por la cual se propone un proceso de optimizacion en la busqueda de incrementar

esta biomasa seca obtenida.

En resumen, como se puede observar del analisis de la Figura 2-4, indistintamente de la
fuente de nutrientes usada, durante los dias 9 y 12 se biosintetiza una mayor variedad de

triterpenoides.

Figura 2-4 Variedad de compuestos triterpenoidales determinados por CG-EM en los dias
6, 9, 12y 15 de la FEL con las dos fuentes de nutrientes

Fuente de nutrientes

salvado de trigo Harina de trigo integral

7

= @
1 1

Variedad de compuestos determinados
i

-

Al comparar los resultados discutidos en el numeral 2.3.1, en los que se determiné que la
produccion de biomasa seca no presenta diferencias significativas desde el dia 9 (Figura
2-1), con la composicién de las biomasas a lo largo de la fermentacién, se corrobora que
la seleccion de este dia es la apropiada para proceder con el proceso de optimizacion y
determinar la cantidad de fuente de nutrientes e indculos ideales, buscando obtener un
equilibrio entre la cantidad de biomasa y la mayor variedad estructural de metabolitos de
interés, con la finalidad de obtener una biomasa con buen potencial de aplicacion en
bioprospeccion, bien sea por las propiedades biolégicas reportadas ya para los
compuestos constituyentes de la misma o por el posible potencial que como antioxidante

pueda presentar.
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2.3.3 Optimizacion de los factores del proceso

fermentativo para la obtencién de biomasa.

Por medio de la MSR se evalué en primera medida, el efecto sobre la produccion de
biomasa seca consecuencia de la variacién en la cantidad de fuente de nutrientes y de
in6culos empleados para la FEL con el salvado de trigo y la harina de trigo integral (Tabla
2-5).

Tabla 2-5 Produccion de biomasa seca para cada combinacion de tratamientos evaluada.

Produccién de biomasa seca (g/L)
Cantidad de fuente de Cantidad de in6culo

Tratamiento

nutrientes (g/L) (nimero de discos) Harina de trigo Salvado de trigo
integral

1 45,00 8 14,540 4,654

2 40,61 11 11,252 3,384

3 30,00 12 7,375 2,482

4 19,39 1 5,100 1,690

5 15,00 8 3,830 1,632

6 19,39 5 4,174 1,515

7 30,00 4 6,907 1,901

8 40,61 5 10,259 3,622

g* 30,00 8 7,642 £0,520 2,916 0,295

*centro del disefo

Inicialmente, se realiz6 el andlisis de varianza (Tabla 2-6 y Tabla 2-7) para evaluar el
modelo empleado, indicando que es apropiado para ajustar la biomasa seca como
respuesta en funcion de la cantidad de fuentes de nutrientes y de inéculos (valor P =
0.146946), interactuando con los dos tipos de fuentes de nutrientes (HTI y ST). El
coeficiente de variacion (R® = 0,9814) indica alta correlacion entre los valores
experimentales y los predichos por el modelo. Los coeficientes de regresion se consideran
estadisticamente significativos para la cantidad de fuente de nutrientes (X;) debido al valor
P, que se encuentra por debajo de 0,05 (Tabla 2-7). Sin embargo, la cantidad de in6culo
(X2) y la interaccién entre los factores no presenta significancia. Adicionalmente, no se
rechaza la hipétesis de homoceasticidad (valor P = 0,8514) ni normalidad (valor P =
0,1456).
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Tabla 2-6 Analisis de varianza (ANOVA) del ajuste del modelo de regresion
representando la produccién de biomasa seca de H. tessulatus

GL SC CM Valor F Valor P
Lineal(X, XZ) 2 0.78879 0.39439 202.2224 1.907e-14
Interaccién (X1, X) 1 0.00008  0.00008 0.0388 0.8457662
Cuadratica (Xa, Xz) 2 0.04593 0.02296 11.7738 0.0003721
Fuente 1 191223 1.91223 980.4806 <2.2e-16
Fuente: X 1 0.23542 0.23542 120.7103 3.638e-10
Fuente:l(X?) 1 0.01278 0.01278 6.5542 0.0182373
Residuales 21 0.04096 0.00195
Ausencia de ajuste 3 0.01032 0.00344 2.0215 0.1469460
Error puro 18 0.03064 0.00170

Coeficiente de correlacién R* = 0,9814. GL: grados de libertad; SC: suma de cuadrados;
CM: cuadrados medios. X; = cantidad de fuente de nutrientes. P=0,05

Tabla 2-7 Coeficientes estimados por la regresién del modelo

Variables Coeficiente Error Valor t Valor P
independientes estandar
Intercepto 0.7654663 0.0154935 49.4055 < 2.2e-16
X1 0.3226572 0.0147184 21.9221 5.941e-16
X, 0.0222000 0.0113606 1.9541 0.0641344
X2 0.0591711 0.0141140 4.1924 0.0004102
X2 -0.0425654 0.0122342 -3.4792 0.0022394
XX, -0.0028982 0.0147160 -0.1969 0.8457662

X1 = cantidad de fuente de nutrientes. X, = cantidad de in6culo. P=0,05

De manera particular, para cada uno de los tipos de fuente de nutrientes (ST y HTI) (Tabla
2-8), la cantidad de las mismas (X;) tiene mayor influencia sobre la produccion de
biomasa comparado con la cantidad de inéculo (X,), donde ST presenta valor P =
2,589x10% y HTI con valor P = 5.783x10%, indicando significancia estadistica.
Adicionalmente, no se presenta interaccion entre la cantidad de fuente de nutrientes y de
inoculo al emplear ST (P =0.5780) y HTI (P = 0.9565).

En la Figura 2-5 se encuentran las gréficas de contornos y de superficie de respuesta
obtenidas, las cuales indican el efecto de la cantidad de fuente de nutrientes (CFN) y de
inoculo (Cl) en la produccion de biomasa seca de H. tessulatus. Este resultado demuestra
gue en la superficie de respuesta hay un incremento en la cantidad de biomasa a medida

que aumenta la cantidad de fuente de nutrientes. Por otro lado, la cantidad de indculos
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presenta un efecto menos marcado, aun asi, con la adicion de 8 inéculos se observa una

mayor produccion de biomasa seca.

Tabla 2-8 Coeficientes estimados por la regresion del modelo en cada uno de los
tratamientos para las fuentes de nutrientes.

Variables Error
independientes Coeficiente AP Valor t Valor P
Salvado de trigo (ST)

Intercepto 0.2917299 0.0102459 28.4728 3.957e-10
X, 0.0939672 0.0090394 10.3953 2.589e-06

X, 0.0107426 0.0098673 1.0887 0.304572

X2 0.0080673 0.0086682 0.9307 0.376312

X2 -0.0436206 0.0106260 -4.1051 0.002656
X1 X, -0.0073751 0.0127816 -0.5770 0.578077

Harina de trigo integral (HTI)

Intercepto 0.7649327 0.0225807 33.8755 8.395e-11
Xy 0.3226572 0.0199217 16.1963 5.783e-08

X5 0.0336574 0.0217462 1.5477 0.15609

X2 0.0591745 0.0191037 3.0975 0.01277

X2 -0.0415101 0.0234183 -1.7726 0.11006

X X, 0.0015787 0.0281690 0.0560 0.95653

X1 = cantidad de fuente de nutrientes. X, = cantidad de in6culo. P=0,05

Es importante resaltar que el modelo indica un incremento de la biomasa obtenida al
aumentar la cantidad de fuente de nutrientes en el medio, y esto se ajusta a salvado de
trigo y trigo integral, por lo cual se propone como perspectiva evaluar el incremento de
este factor mas alla del rango evaluado en este trabajo. Esto permitira predecir de manera
exacta la cantidad de fuente de nutrientes necesaria para obtener la maxima produccion

de biomasa bajo los parAmetros aca evaluados.
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Figura 2-5 Efecto de la cantidad de fuente de nutrientes y de indculo en la produccion de
biomasa seca de H. tessulatus. A. Gréaficas de contorno y B. Superficie de respuesta.

HT

A HT B

cl

CFN

ST
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cl

CFN: Cantidad de fuente de nutriCeFrx:tes {g/100ml) CI: cantidad de inéculo (nimero de indculos/100ml)
Con base en los parametros evaluados, los valores de biomasa seca obtenidos después
de la optimizacion fueron 14,540 g/L y 4,654 g/L, usando 45,00 g/L de harina de trigo y
salvado de trigo, respectivamente, y 8 indculos en ambas fuentes de nutrientes. Estos
valores reflejan un aumento de 1,9 y 1,6 veces al comparar con el medio empleado en el
punto central del disefio, resultados que corroboran la importancia de realizar procesos de
optimizacion y que ademas abren la puerta para futuras investigaciones en las que se
estudie el efecto de otras variables del cultivo que permitan incrementar ain mas la

biomasa obtenida.

Realizar una comparacion de estos datos con lo obtenido por otros autores, resulta dificil
debido a que son pocos los estudios enfocados particularmente en el H. tessulatus y mas
aun en fuentes de nutrientes como las empleadas en la investigacion. A pesar de esto,
hay reportes de estudios que han usado otro tipo de basidiomicetos como es el caso de
Shah y Modi(144) quienes evaluaron el efecto de variar el pH inicial, la temperatura, las
fuentes de carbono, y de nitrdgeno y la cantidad del inéculo (entre el 3% y el 7% v/v)

sobre la produccion de biomasa de Ganoderma lucidum cultivado por FEL. Los autores
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mencionan que la cantidad ideal de in6culo es del 6% (v/v), con el que se obtienen 274
mg/100mL, mientras que al utilizar 7% (v/v), se genera una reduccién en la produccion a
219 mg/100ml. Los autores evaluaron el efecto de factor por factor y luego combinaron los
mejores niveles de cada factor con lo que lograron obtener 368+3,71 mg/100mL de
biomasa. Estos resultados concuerdan con lo observado para el H. tessulatus, en el que
se evidencié que no hay una relacion directa entre el aumento de la cantidad de in6culos
sobre la produccién de biomasa. Sin embargo, es importante mencionar que para
confirmar esta hipotesis, se podrian hacer otros ensayos a altas concentraciones de
fuente de nutrientes, por ejemplo a la determinada como la ideal (45 g/L), incrementando
el numero de indculo usado y analizar el efecto sobre la cantidad de biomasa generada.

Como se ha discutido a lo largo de este trabajo, es importante determinar el efecto de las
variables tanto en la produccion de biomasa como sobre su composicion. A continuacion,
se realiza el andlisis de los principales grupos de compuestos determinados de la fraccion
de mediana polaridad.

2.3.4 Composicion de la biomasa para los diferentes

tratamientos en el proceso de optimizacion.

La abundancia relativa de los triterpenoides y acidos grasos determinados en los distintos
tratamientos por CG-EM se encuentra en la Tabla 2-9. En la Figura 2-6, estan
representadas graficamente las abundancias relativas de los acidos grasos mayoritarios.
En términos generales, su abundancia relativa difiere en cada uno de los ensayos
evaluados, con algunas singularidades, como los resultados del uso de salvado de trigo
que indican una mayor abundancia relativa en los tratamientos 2, 8 y 9 y menor
abundancia en el tratamiento 3. Para la biomasa seca cultivada con harina de trigo

integral, la mayor abundancia se observa en el tratamiento 6 y la menor el tratamiento 3.

Referente a los compuestos triterpenoidales (Figura 2-7 y Tabla 2-9), con salvado de trigo
como fuente de nutrientes hay mayor abundancia en el tratamiento 3 y una variedad
estructural mas amplia con respecto a los demas tratamientos; con el tratamiento 1 se
genera una menor variedad estructural y con el 4 una menor abundancia. En contraste,
con este Ultimo tratamiento, empleando harina de trigo de integral, se genera tanto la
mayor variedad estructural como la mayor abundancia relativa y menor abundancia en los

tratamientos 2,6y 7.
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Tabla 2-9 Abundancia relativa de compuestos determinados en CG-EM para los distintos tratamientos de optimizacion

Tratamientos em

pleando salvado de trigo

Tratamientos empleando trigo integral

Compuestos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Acido Palmitico 5,35 8,38 2,92 | 5,60 | 6,31 7,17 5,63 8,67 9,01 | 11,49 | 18,81 | 7,13 9,48 | 13,15 | 26,43 | 27,82 | 17,47 | 20,39
Acido Linoleico 14,90 | 23,60 | 9,85 |10,10| 15,20 | 19,60 | 16,60 | 24,80 | 25,50 | 23,80 | 14,48 | 7,64 | 24,56 | 25,60 | 30,00 | 20,50 | 21,70 | 21,70
Acido Oleico 9,01 | 11,33 | 492 | 768 | 896 | 7,15 | 8,51 | 10,80 | 10,30 | 10,67 | 11,31 | 5,55 | 12,98 | 11,93 | 22,85 | 15,85 | 14,18 | 13,27
Acido Esteéarico 1,87 1,71 0,95 | 1,46 | 1,60 1,44 1,16 1,50 1,51 1,50 1,26 1,00 2,27 2,78 4,50 2,73 3,03 2,64
Ergosta-5,7,9(11),22-tetraen-3-ol 152 | 2,00 | 168 | 069 | 069 | 097 | 043 | 164 | 0,36 | 3,69 | 2,24 | 161 1,96 | 0,86
Ergosta-5,7,22-trien-3- ol 21,50 | 22,60 | 23,60 | 6,39 | 21,24 | 15,62 | 24,18 | 9,48 | 11,66 | 25,71 | 5,05 | 22,48 | 27,21 | 20,10 | 5,11 4,60 | 17,87 | 10,91
Ergosta-5-en-3- ol 1,16 | 3,11 | 3,11 1,37 1,43 | 1,64 | 1,77 1,81
Ergosta-3-ol 0,88 1,43
Ergosta- 5,8-dien-3-ol 1,46 1,50 | 0,56 | 2,19 | 0,42 | 0,70 | 2,69 253 | 2,45 | 1,80 1,26
Ergosta-3-ona 19 | 093 | 0,68 | 0,60 | 1,86 | 0,80 | 1,31
Ergosta—7 —en -3 —ol 0,74 2,40 | 1,38
Estigmasta-5-en-3-ol 450 | 3,77 | 3,14 | 225 | 0,72 | 397 | 0,73 | 4,08 | 4,24 | 3,35 3,32 | 3,27 | 3,27
Estigmasta-3-ol 123 | 1,44 | 081 | 1,23 | 1,44 0,82 | 0,48
Estigmasta-3-ona 1,85 | 064 | 0,80 | 0,90 | 1,75 | 1,75 | 0,89 | 0,39 | 0,48
Estigmasta-4-en-3-ona 1,93 1,56 1,41 | 1,19 | 3,45 1,04 2,15 0,98 1,14 0,46 0,89 0,52 1,17 2,42 2,42 2,97 1,73
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Figura 2-6 Abundancia relativa de los &cidos grasos obtenidos en cada uno de los
tratamientos de optimizacion.

Fuentenutrientes Compuesto
. . . .écido estearico
Salvado de trigo Trigo integral B Acido palmitico
[]écMonbmo
[ Acido linoleico

100

Abundancia relativa

Tratamientos Tratamientos

Como ya se habia mencionado anteriormente, el componente mayoritario indistintamente
de la fuente de nutrientes o del tratamiento, es el ergosterol debido a que es el esterol

mas comun de los basidiomicetos y hace parte de su pared celular.

Al analizar este comportamiento con las condiciones de los tratamientos empleados, los
resultados no parecen estar asociados, ya sea, al aumento en la cantidad de fuente de
nutrientes o de inéculos. Se observan algunas singularidades como el caso del
tratamiento 1 usando salvado de trigo, con el que se genera la menor variabilidad de
compuestos triterpenoidales y que podria estar asociado a una mayor cantidad de fuente
de nutrientes y una mayor produccién de biomasa, como se determindé en el numeral

2.3.3. Sin embargo la abundancia de estos, no es la mas alta.

Relacionado con los acidos grasos, el aumento en el nimero de indculos (tratamiento 3)
conlleva a una disminucion en la produccién de estos metabolitos con el salvado de trigo
como fuente de nutrientes, pero no es claro un efecto del aumento en la cantidad de la

misma. Un comportamiento similar se evidencia con la harina de trigo integral.
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Figura 2-7 Abundancia relativa de triterpenoides obtenida a partir de los distintos
tratamientos de optimizacion.
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A diferencia del efecto causado sobre la produccidn de biomasa, en el que se observaba
una clara tendencia del aumento de la cantidad de la fuente de nutrientes sobre la
biomasa producida, el efecto no es tan claro para el caso de la composicion de la misma
y no se pueden generalizar una serie de condiciones que permitan una mayor produccién

de los metabolitos de mediana polaridad.

En conclusion si se pretende obtener una biomasa seca que tenga un alto contenido de
acidos grasos, se debe optar por utilizar 19,39 g/L de harina de trigo y 5 inéculos para el
cultivo por FEL de H. tessulatus, con la salvedad de que la cantidad de biomasa seca
generada va a ser baja (1,515 g/L). Si se quiere aumentar la produccién de biomasa seca
(3,522 g/L), se deben emplear los mismos 5 inéculos pero 40 g/L de la harina. Por otro
lado si el objetivo estd mas dirigido a la biosintesis de triterpenoides, se debe optar por el
uso de salvado de trigo en una cantidad de 30 g/L con 12 in6culos con lo cual se generara
una cantidad de biomasa intermedia (7,375 g/L), que se puede aumentar (11.252 g/L de
biomasa), sin disminuir de una forma drastica el contenido y la variedad de triterpenoides,

usando 40 g/L del salvado y 11 inGculos.

Claramente no hay una condicion que permita obtener una alta produccién de biomasa

gue tenga adicionalmente un alto contenido de acidos grasos y de triterpenos,
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confirmando la hip6tesis planteada por varios autores de la ausencia de una relacién entre

estas caracteristicas del producto biotecnologico(54).

Es importante resaltar que los resultados de la presente investigacion, constituyen el
primer reporte enfocado en optimizar las condiciones de cultivo, especificamente en la
cantidad de fuente de nutrientes y de inéculo, sobre la biomasa y la composicién de su
fraccion de mediana polaridad de H. tessulatus cultivado con salvado de trigo y harina de
trigo integral. No obstante, como se menciond en los antecedentes de este capitulo, otros
investigadores han realizado estudios enfocados en procesos de optimizacién con
objetivos como la estandarizacion de condiciones de extraccion de triterpenos de cuerpos
fructiferos de Ganoderma lucidum(145,146)

Trabajos semejantes al realizado en la presente investigacion, optimizaron la produccién
biomasa y de triterpenos, cuantificados por un método espectrofotométrico, de Antrodia
cinnamomea cultivada en FEL, variando los componentes del medio (almidén de maiz,
salvado de trigo, MgSQ,), el pH inicial y el tiempo de cultivo en diez niveles(147). Los
autores observaron que las condiciones para mayor cantidad de biomasa son diferentes a
los necesarios para aumentar la produccién de triterpenos, resultados que son

concordantes con lo indicado en este trabajo.

Lu et al.(148) empleando Antrodia camphorata, cultivada en FEL, optimizaron el tamafio
del in6culo (cantidad de artroconidias) y los componentes del medio (glucosa, peptona y
harina de soya), para la produccion de biomasa y de intratriterpenoides cuantificados por
un método espectrofotométrico. Los autores mencionan que la maxima produccion de
triterpenoides se alcanza con una concentracion de artroconidias de 1,78x10°/mly como

componentes del medio glucosa (25,25 g/L), peptona (4,48 g/L) y harina de soya (2,74
g/L).

Lo anterior indica un efecto de la cantidad de in6culo empleado, contrario a lo obtenido en
este trabajo, razén por la cual, se propone evaluar este factor en concentraciones
mayores de fuente de nutrientes para evitar la posible influencia de este factor en la baja o
nula influencia de la cantidad de in6culos, junto a una modificacion de la metodologia de
adicion de inéculo, debido a que, adicionalmente los autores, indican diferencias en el tipo
de in6culo empleado (artrosporas, micelio) obteniendo mejor control del tamafio del
inéculo y crecimiento de A. camphorata en la fermentacion al usar artrosporas,

comparado con micelio. Esto relacionado, principalmente, con la busqueda de pellets
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resultantes de menor tamafio y evitar problemas en la transferencia de oxigeno y

nutrientes al interior de este.

Chang et al.(149) investigaron el efecto de diferentes fuente de carbono (glucosa,
sacarosa Yy fructosa) y de nitrégeno (extracto de levadura, extracto de malta y peptona),
sobre la produccién de biomasa y triterpenoides (calculados como peso de extracto en
AcOEt) de Antrodia cinnamomea en FEL. Por medio de la MSR determinan la
composicion mas eficiente, comprobando un incremento de la biomasa del 1,18% (p/p) a
3,20 % (p/p) e incremento de triterpenoides de 16,7 a 31.8 mg/g. Comportamiento
concordante con el aumento de biomasa logrado en la presente investigacion para las dos
fuentes de nutrientes, junto a la abundancia relativa de triterpenoides (Figura 2-7) en el
tratamiento 1 y tratamiento 9 (control). Adicionalmente, Chang et al.(149) resaltan la
importancia de optimizar la composicion del medio, para incrementar la produccién de
biomasa y triterpenoides, debido a que la composicion de este y las condiciones del
cultivo pueden afectar el crecimiento del hongo y alterar la produccion de estos
metabolitos, efecto igualmente observado en este trabajo.

Xiang et al(150) optimizan la produccion de biomasa y triterpenos de Inonotus obliquus
por MSR evaluando diferentes fuentes de carbono y nitrégeno, indicando un incremento
de la biomasa, ademas de triterpenoides de 1,4 veces comparada con el medio basal.
Los anteriores trabajos sefialan la utilidad de la MSR como una herramienta en el analisis
del efecto de condiciones de cultivo en maromicetos y se corrobora en este trabajo con

resultados promisorios con respecto a la produccién de biomasa de la especie evaluada.

2.4 Conclusiones

Por medio del analisis de la cinética de crecimiento de H. tessulatus en FEL, se determin6
gue el dia 9 de cultivo es el tiempo ideal para la produccién no solo de biomasa seca sino

de compuestos triterpenoidales, tanto con salvado de trigo como harina de trigo integral.

Se empled un disefio central compuesto rotable con la metodologia de superficie de
respuesta para llevar a cabo la optimizacién de dos factores claves en la FEL de H.
tessulatus, obteniendo un incremento en la produccién de biomasa seca comparado con

el control, y resaltando la alta influencia de la cantidad de fuente de nutrientes sobre la
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biomasa obtenida, contrario a la cantidad de inoculo, el cual no presenta una diferencia

sobre la biomasa producida.

A comparar entre el uso de la harina de trigo integral y el salvado de trigo, con esta Ultima
se incrementa la variabilidad de compuestos triterpenoidales en la biomasa seca de H.

tessulatus, sin embargo, su produccién de biomasa es baja.
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3 CAPITULO 3 Determinacion de la incidencia de las
condiciones de cultivo en la actividad antioxidante de

Hypsizigus tessulatus

3.1 Antecedentes

3.1.1 Actividad bioldégica de los macromicetos.

El ser humano ha usado los hongos como medicina por cerca de 5000 afios 0 mas(151).
A modo de ejemplo se puede citar algunos estudios en los cuales los hongos o sus
extractos se han empleado para el tratamiento de varias afecciones como es el caso de la
Antrodia cinnamomea, un hongo parasito de plantas, reconocido en la medicina
tradicional China y comunmente usado para el control de la hipertension, dolor abdominal,
intoxicacion por alcohol o alimentos y cancer(101); Poria cocos, un hongo saprofito que
crece en diversas especies vegetales del género Pinus, del cual su esclerocio es usado
en China y Japon por sus efectos ténicos; Laetiporus sulphureus, un hongo comestible de
la familia Poliporaceae, empleado en tratamientos antitumorales, antivirales e
inmnomoduladores; Inonotus obliquus, un hongo medicinal, conocido como Chaga, usado
en la medicina tradicional de Rusia, Polonia y paises Balticos, como agente

antiparasitario; para citar tan s6lo unos pocos.

Dentro de los grupos de compuestos responsables de estas actividades, se encuentran
los triterpenoides, metabolitos con actividades comprobadas como antitumoral,
antioxidante, antimicrobiana, antiinflamatoria, antiviral, antihipertensiva, antiangiogénica e
inmunomoduladora. Como se mencioné en capitulos anteriores, los estudios relacionados
con este tema se han enfocado a Ganoderma sp., con escasos trabajos en otras
especies, hecho que incentiva a continuar las investigaciones, no solo de este grupo de
metabolitos, sino de la composicion en general de otras especies de hongos, las cuales
podrian presentar dentro de sus constituyentes compuestos bioactivos hasta ahora no

aprovechados.
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Tabla 3-1 Actividad biol6gica de triterpenoides de hongos macromicetos.

GENERO / ESPECIE COMPUESTO(S) ACTIVIDAD BIOLOGICA

Antitumoral
Anti-VIH-1
Antihipertensiva
+316 triterpenos ganodéricos. Antiangiogénica
Triterpenoides tipo Ergosta y Lanosta  Immunomoduladora
Antihepatitis B

Ganoderma sp.

Antioxidante
Antimicrobiana(2)
Antioxidante(112)'(3)
Antrodia sp. Triterpenoides tipo Ergosta y Lanosta  Antitumoral(152)'(3)'(45)
Antiinflamatoria(45)
Agaricus blazei Ergosterol Antitumoral(153)
. . . . . Antimicrobiana(46)
Fomitopsis sp. Triterpenoides tipo Lanosta Antiinflamatoria
Poria Cocos TSO derivados lanostanoides Antitumoral
Acido paquimico Antiandrogénica(3)
Antimicrobiana
Antiviral
Laetiporus sulphureus Triterpenoides tipo Lanosta Antioxidante
Anti-inflamatoria
Inmunomoduladora(3)
Daedalea dickinsii Triterpenoides tipo Lanosta Antitumoral(3)
Cordyceps sinensis Esteroles Antitumoral(47)
Antitumoral
Inonotus obliquus Triterpenoides tipo Lanosta Antimicrobiana
Antioxidante(3)

En la Tabla 3-1, se consignan algunas actividades biologicas de los triterpenoides de
origen fungico, que como ya se ha discutido en los capitulos anteriores, es el grupo de
constituyentes mayoritarios de mediana polaridad de la biomasa de hongos. Dentro de
estas actividades, llama la atencion la antioxidante, ya que estos compuestos podrian
constituirse en nuevos agentes exdgenos que permitirian contribuir a minimizar los
problemas de salud actuales producto del efecto de las especies reactivas de oxigeno
(ERO). Estas especies, producidas no soélo en el metabolismo normal de los organismos,
sino como resultado de factores ambientales, conllevan al estrés oxidativo(154) y por

ende a la degeneracion del organismo.

El estrés oxidativo, causado por un desbalance metabdlico y un exceso de las ERO, que

originan radicales libres, puede llevar a un amplio rango de patologias relacionadas con
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enfermedades cardiovasculares, desérdenes neurolégicos como Alzheimer y Parkinson,

envejecimiento prematuro y algunos tipos de cancer(155).

Los radicales libres son generados como subproductos del metabolismo en un amplio
rango de reacciones y aunque los organismos poseen mecanismos de defensa
antioxidante, estos pueden llegar a ser insuficientes para proteger totalmente del dafio.
Por esta razon, ademéas de mecanismos endodgenos de defensa, la ingesta a través de la

dieta es otra fuente de antioxidantes que puede contribuir a la homeostasis oxidativa(156).

Hoy en dia se ofrecen suplementos dietarios, empleados para mantener la salud, asi
como para prevenir o controlar diversas enfermedades. Este aspecto aumenta el interés
general por los antioxidantes, y en consecuencia por la busqueda de compuestos
efectivos, no téxicos y de origen natural(154), siendo los macromicetos, un grupo de

organismos con el potencial para la busqueda de este tipo de compuestos

3.1.2 Los macromicetos y su actividad antioxidante.

Se ha reportado el potencial antioxidante, de extractos acuosos, metandlicos,
polisacéaridos y fenoles de macromicetos(4) (Tabla 3-2) dejando de lado otros

fungimetabolitos que bien se podrian desempefiar como antioxidantes.

Poco se conoce sobre la actividad antioxidante de los componentes lipofilicos de
macromicetos, de los cuales ya se han demostrado resultados positivos empleando
cuerpos fructiferos, como lo reportado por Shao et al.(143) quienes indican la importancia
del ergosterol, obtenido a partir de extractos de hexano, en la actividad antioxidante de
fracciones de baja polaridad de Agaricus bisporus. Adicionalmente, Smina et al.(157)
determinaron la habilidad de los triterpenos totales de Ganoderma lucidum para la captura
de radicales libres y el fortalecimiento del sistema defensivo del cuerpo contra ellos,
indicando que este grupo de compuestos presenta una alta eficiencia como antioxidantes.
Estos resultados son similares a los obtenidos por Guzman et al.(158) para Ganoderma
applanatum.

La Tabla 3-2 ilustra los diferentes ensayos empleados para la determinacion de la
actividad antioxidante. La seleccién entre uno u otro se realiza con base en el tiempo del
ensayo y en el tipo de compuestos a evaluar. A continuacion, se describen algunas de las

metodologias usuales.
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Tabla 3-2 Actividad antioxidante de metabolitos biosintetizados por hongos macromicetos

ESPECIE

COMPUESTOS Y/O EXTRACTO
EVALUADO

MECANISMO ANTIOXIDANTE
EVALUADO

Agaricus brasiliensis

Polisacaridos y proteinas con selenio

Poder captador de radicales libres
(DPPH e hidroxilo)

Cortinarius purpurascens

Rufoolivacina, rufoolivacina C,
rufoolivacina D y

leucorufoolivacina

Poder captador de radicales libres
(DPPH)

Ramaria flava

Compuestos fendlicos

Poder captador de radicales libres
(DPPH e hidroxilo)

Phellinus baumii Pilat

Polisacaridos

Poder captador de radicales libres
(DPPH, hidroxilo y anion radical

superoxido)

Cordyceps taii

Polisacaridos

Poder captador de radicales libres
(DPPH, hidroxilo y anion radical

superoxido)

Agaricus bisporus

Polisacéridos, polifenoles.

Poder captador de radicales libres
(DPPH, hidroxilo y anion radical

superéxido)

Ganoderma lucidum

Triterpenos

Poder captador de radicales libres
(DPPH, ABTS+ y anién radical

superéxido)

Inonotus obliquus

Triterpenoides

Poder captador de radicales libres
(DPPH, anién radical superoxido y
AAPH)(159)

Agaricus bisporus

Hexano

Poder captador de radicales libres
(DPPH)(143)

Modificado de Zhang et al.(151)

3.1.3Metodologias para la determinacion de la actividad

antioxidante.

En general, existen varias aproximaciones para la clasificacion de métodos para medir

actividad antioxidante. Una de ellas se basa en clasificar los métodos como directos e

indirectos, mientras que otra los clasifica de acuerdo con el mecanismo mediante el cual

sucede el proceso antioxidante. En los métodos indirectos se estudia la habilidad del

antioxidante para estabilizar algun radical libre, de hecho, se ha popularizado el uso de

algunos radicales libres metaestables, con fuerte absorcién en el espectro visible, como
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herramienta para determinar actividad estabilizadora de radicales libres (Ej. DPPH,
ABTS). Por su parte, los métodos directos estan basados en el estudio del efecto de un
antioxidante sobre la degradacién oxidativa de sistemas como: proteinas, acidos
nucleicos, plasma sanguineo, grasas, lipoproteinas, membranas bioldgicas, entre otros;
los lipidos constituyen el sistema mas frecuente debido a la importancia de su oxidacion
en el desarrollo de enfermedades, asi como en el deterioro de la calidad de los
alimentos(160).

Los antioxidantes reaccionan con los radicales libres por diferentes mecanismos, como
son la transferencia de atomos de hidrégeno (HAT), transferencia de electrones (SET) o la
combinacién de ambos (Figura 3-1). En el mecanismo de HAT el radical libre remueve un
atomo de hidrogeno del antioxidante, y el parametro que se evalla es la entalpia de
disociacion (BDE). Para el mecanismo de SET el antioxidante dona un electron
transformandose en un cation radical, y en este caso el potencial de ionizacion (IP) del
antioxidante, es el factor mas importante en la evaluacién de la actividad. No es facil
distinguir entre los dos mecanismos y en muchos casos las reacciones se dan
simultdneamente(157). Ejemplos de ensayos basados en el mecanismo HAT incluyen los
métodos usualmente empleados ABTS y ORAC y entre los basados en SET estdn DPPH
y FRAP.

Figura 3-1 Mecanismos de reaccion entre el antioxidante y el radical libre

A’ = radical; B:H = antioxidante; A:H = radical reducido; IP = potencial de ionizacion; BDE = entalpia de

disociacion; SET: transferencia de electrones; HAT: transferencia de atomos de hidrégeno(157)

3.1.3.1 Modelo del radical libre 1,1-Difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH") para la medicién del
poder captador de radicales libres

El DPPH es un radical libre con un maximo de absorcién a 515 nm en etanol y un color

purpura que disminuye en funcion del tiempo luego de su reduccion(157). EI mecanismo

se ilustra en la Figura 3-2. Se debe aclarar que el ensayo DPPH esta basado,
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conjuntamente, en las reacciones de HAT y SET, a pesar, que normalmente se clasifica

en esta Ultima(157).

Entre las ventajas de DPPH’ se encuentra la ausencia de dimerizacién en su estado
sélido o en solucion; puede aceptar electrones o atomos de hidrogeno pero es dificiimente
oxidado; la solucién de DPPH’ es coloreada y relativamente estable; el ensayo es simple,
ya que se basa en la medida de la perdida de absorbancia de DPPH’ luego de su reaccion
con el compuesto y/o extracto evaluado, requiriendo Unicamente un espectrofotometro

para su medicion(157).

Entre las limitaciones del método estan su insolubilidad en agua, por lo cual se debe usar
0 una mezcla de agua — metanol (1:1 v/v) , metanol o etanol; los impedimentos estéricos
impuestos por el radical pueden afectar su reactividad; compuestos coloreados afectaran
las mediciones(161). Finalmente, a pesar de las limitaciones el ensayo DPPH se mantiene
como uno de los mas usados para obtener informacién de la actividad antioxidante en

etapas iniciales de estudio.

Figura 3-2 Mecanismo de reaccién propuesto entre el radical libre 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH) y un antioxidante

Q s Q s
N_l\.‘ NO?+ [ ] i 2 .
i@ R — S~:%}~°+.&
NO, NO,

Purpura, 515 nm DPPH Incoloro  pppPH-H

R:H = antioxidante. R = radical antioxidante.(157)

3.1.3.2 Modelo del acido linoleico para la medicién del poder inhibidor de la peroxidacion
lipidica.
La determinacién del porcentaje de inhibicion de la peroxidacion lipidica del &cido
linoléico, es un método cuantitativo que mide la capacidad que posee un antioxidante para
inhibir la formacion de radicales peroxilo (ROQO¢), los cuales se forman facilmente en los
alimentos, como producto de su degradacién y también en las membranas bioldgicas
cuando son sometidas a estrés oxidativo. Estos radicales se generan durante las
reacciones en cadena cuando se presenta oxidacion lipidica. Una gran parte de estas

reacciones es causada por las especies reactivas de oxigeno(156).
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En la Figura 3-3 se resumen las caracteristicas principales en el proceso de auto-
oxidacion del acido linoléico. En el paso 1, se forma el radical libre alquilo (R") con doble
cadena alilica, permitiendo que sea el radical con mas probabilidad de producirse. Una
vez formado, éste reacciona con oxigeno molecular en el paso 2 para producir el radical
peroxilo (ROQ’), a su vez este radical capta un atomo de hidrégeno de otra molécula de
acido linoléico en el paso 3, lo que produce un peréxido organico o hidroperéxido (ROOH)
y un nuevo radical libre, propagando asi la reaccion en cadena de oxidacion.

Figura 3-3 Reaccion de formacion del radical hidroxiperdxido a partir del acido linoléico.
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La sigla In’ representa la especie que inicia la reaccion en cadena de oxidacion.

La cantidad de hidroperéxido (ROOH) producido durante el proceso de peroxidacion
lipidica se evalla a partir de la reacciéon de ROOH con el ion ferroso Fe*?, con la
consecuente produccion del i6n férrico Fe*® que en presencia del anién tiocianato (SCN’)
da lugar a la formacion de un complejo de coloracion roja ([Fe(SCN),]") cuantificable

espectrofotométricamente a 500 nm(162).

De manera general, los anteriores ensayos se usan, para distintos organismos, dentro de
los macrohongos particularmente para H. tessulatus empleando algunas de las

metodologias antes mencionas, como se describe a continuacion.
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3.1.4 Actividad antioxidante de Hypsizigus tessulatus

Aunque los estudios con H. tessulatus se han enfocado en las actividades antitumoral,
antifingica o antiproliferativa(163), es poca la informacién sobre sus propiedades
antioxidantes, especialmente de compuestos de mediana polaridad obtenidos del micelio

cultivado en FEL.

Dentro de los trabajos reportados, se encuentran ensayos in vivo como el de Yoshino et
al.(164), quienes evaltan la actividad antioxidante de extractos etandlicos de cuerpos
fructiferos de H. tessulatus en suero sanguineo de ratones afectados por alergia tipo IV
inducida con oxazolona, demostrando un efecto de supresion del estrés oxidativo inducido

por especies reactivas de oxigeno.

Ahora bien, relacionado con trabajos in vitro, Li et al.(165) y Liu et al.(166) determinan la
actividad antioxidante a partir de polisacaridos aislados de cuerpos fructiferos mostrando
resultados positivos con valores por encima del patrén evaluado butirato de hidroxitolueno
(BHT) indicando el potencial de este tipo de compuestos. Lee et al.(163) evaluaron la
actividad de los extractos en etanol, agua fria y caliente de los cuerpos fructiferos de H.
tessulatus donde a 5 mg/mL del extracto etandlico, la capacidad captadora del radical
DPPH por parte del extracto fue de 59,7%, comparado con el patron de acido ascérbico
de 82,4% y una CEs, de 4,19 mg/mL.

Por otro lado, Chowdhury et al.(128) reportan CEsy de 0,105 mg/mL empleando extractos
en metanol de los cuerpos fructiferos de H. tessulatus, y Lee et al.(167) evaluaron la
actividad en cuerpos fructiferos y biomasa obtenida por FEL, usando como medio de
cultivo extracto de malta y una cepa mutante de H. tessulatus, hallando en ambos casos,
una capacidad de captar el radical libre de 75,5%, con diferencias en la CEs, donde en el
primero fue de 3,30 mg/mL y en el segundo de 2,85 mg/mL. La investigacién de dichos
autores es la Unica en la que se evalla la actividad antioxidante de micelio obtenido por
FEL del H. tessulatus, con resultados similares a los hallados para la fructificacion, razon
por la cual, se plantea el cultivo sumergido como una fuente de biomasa con una
potencial actividad antioxidante y con las ventajas citadas anteriormente (capitulo 1) para

su obtencion, frente al cultivo tradicional.

Con base en los antecedentes anteriormente descritos, se hace evidente la importancia

no so6lo de determinar la actividad antioxidante del hongo seleccionado, sino de explorar si
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hay un efecto relacionado con la variaciéon de las condiciones de cultivo, particularmente,
de la cantidad de fuente de nutrientes y de inoculos, en la actividad antioxidante de los
extractos en diclorometano, constituidos mayoritariamente por triterpenos y acidos grasos,
de la biomasa obtenida de H. tessulatus, empleando como fuente de nutrientes salvado
de trigo y harina de trigo integral. Por otro lado, es relevante evaluar el potencial
antioxidante del extracto etandlico, debido a que como se ha mencionado, este puede
estar constituido por compuestos polifendlicos reconocidos por su actividad
antioxidante(155).

3.2 Materiales y métodos.

3.2.1 Preparacion de los extractos

Las biomasas secas obtenidas del H. tessulatus cultivadas con los distintos tratamientos
empleados en el proceso de optimizacion, usando como fuente de nutrientes salvado de
trigo y harina de trigo integral (1.2.5), se extrajeron con asistencia de ultrasonido en EtOH

y CH,Cl, a temperatura ambiente.

3.2.2 Ensayos de actividad antioxidante

3.2.2.1 Bioautografia con el radical libre 2,2-difenil-1-picril-hidracilo (DPPH¢)

Para la determinacion de la actividad captadora del radical DPPH por bioautografia(168),
se desarrollaron las cromatoplacas en dos sistemas cromatograficos: Tolueno : Acetato
de etilo (4:1) y Tolueno : Acido acético (85:15), este Ultimo con doble recorrido,
empleando cromatofolios Alugram SIL G/UV,s, Macherey Nagel. Se sembraron

aproximadamente 30 pL de una solucion de 6 mg/mL de cada uno de los extractos.

Los cromatogramas se revelaron por aspersion con una disolucion al 0,1 % (p/v) del
radical 2,2-difenil-1-pricrilhidracil (DPPH) en metanol. Transcurridos 30 min la presencia
de manchas amarillas en una base violeta fue indicativa de un resultado positivo para
agentes antioxidantes en la muestra. Como patrén se empled una solucién de trolox en

metanol (1 mg/mL).
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De manera simultanea, se corrieron placas testigo que fueron reveladas con vapores de
yodo, cloruro de zinc y vainillina. Adicionalmente, las placas eluidas en el sistema tolueno
y acido acético (85:15), se revelaron con cloruro férrico acuoso para evidenciar la
presencia de compuestos polifendlicos.

El cloruro de zinc se prepar6 al 30% (p/v) en metanol del 96% vy las placas asperjadas se
llevaron a 100°C hasta la aparicibn de manchas de color azul, morado, verde o rojo,
indicando la presencia de esteroles. Para el revelador vainillina — &cido sulfdrico se
disolvié 1% de vainillina en 5% H,SO, y 95% EtOH, las placas asperjadas se calentaron a
120°C hasta que las manchas alcanzaran la maxima intensidad, indicando la presencia de
alcoholes superiores, fenoles, esteroides y aceites esenciales. Para el revelador de
cloruro férrico se empled una solucién de la sal al 5% en acido clorhidrico 0,5 M,
calentando posteriormente las placas a 100°C indicando para la presencia de acidos

hidroxamicos coloracién roja o para fenoles coloracién azul o verdosa(61).

3.2.2.2 Cuantificacién del poder captador del radical libre DPPH de los extractos

La capacidad de captacion del radical DPPH'(169) por parte de los extractos se cuantifico
a través de la determinacién de la concentracion efectiva 50 (CEsp), la cual define la
concentracion de extracto necesaria para reducir en un cincuenta por ciento la
concentracion inicial del radical libre. La concentracién del radical libre DPPH’, se
determiné espectrofotométricamente a partir de medidas de absorbancia leidas a una
longitud de onda a 515 nm. Previamente se construy6 una curva de calibracion a partir de
datos de absorbancia vs concentracion de radical libore DPPH a una temperatura
controlada de 25,00 = 0,01°C, en un rango de 2,0 -100 uM.

Para la determinacion de la CEs, Unicamente se empled el extracto etandlico de la
biomasa seca del H. tessulatus, cultivada con salvado de trigo bajo las condiciones de la
optimizacion correspondientes a los tratamientos 1, 3, 5, 7 y 9 (Tabla 2-3), siendo estos
altimos puntos intermedios de los totalidad de los tratamientos empleados. Se prepar6
una solucion patron en etanol de éstos a una concentracion de 1016 pg/mL.
Adicionalmente, se prepar6 una solucion patron de DPPH’ con una concentracion
aproximada de 45 pg/mL. Se hizo la correcciéon de la concentracion de la solucién stock
de DPPH" a partir de la curva de calibracion previamente construida. Finalmente se
prepar6 un blanco de reactivos y se realizé un barrido espectral (absorbancia vs longitud
de onda), para verificar que no hay absorcion de esta solucion, a la longitud de onda en
que absorbe el radical libre DPPH’ (515 nm).
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La reaccion entre el extracto y el radical DPPH’ tuvo lugar en un tubo de ensayo provisto
de tapa rosca, para ello se prepararon 12 mezclas en diferentes relaciones de
concentracion extracto/DPPH’ segun se describe a continuacion: de la solucion patron del
extracto se prepararon por dilucion 12 soluciones, en un rango de concentraciones de 2 a
116 pg/mL. Después, se tomaron alicuotas de cada una de estas soluciones y se
mezclaron con 0,8 mL de solucion patron de DPPH’, posteriormente se completé a un
volumen de 3 mL con EtOH. A continuacion, se midié la absorbancia para cada una de las

mezclas hasta que los valores fueran estables.

Para cada mezcla de reaccion se grafico la variacion del porcentaje remanente de DPPH’
en funcion del tiempo y a partir de esta gréfica se determiné el porcentaje remanente en el
estado estacionario del radical (estado en que no cambia el % remanente de DPPH’ con
el tiempo). Este ultimo valor se obtuvo por extrapolacion.

El porcentaje remanente en el estado estacionario tomado a cada concentracion, se
graficé en funcién de cada una de las relaciones de concentracion evaluadas (Extracto/
DPPH’). A partir de esta grafica se determind por interpolacion el valor de CEsy del
extracto (mg de extracto / mg de DPPH"). Los valores obtenidos se compararon con los
patrones de BHT y &cido ascérbico.

3.2.2.3 Determinacion del porcentaje de inhibicion de la peroxidacion lipidica en el
modelo del acido linoléico.

Se prepararon soluciones de 1 mg/mL en etanol de los extractos indicados en el numeral
anterior. A partir de estas soluciones patron se prepararon cinco diluciones de 10, 50, 250,
500 ug/mL por triplicado(170). Se tomaron 0,5 mL de cada una de ellas y se les adicion6
una solucién buffer de fosfatos (2 mL a pH de 7,0) junto a una emulsién de acido linoléico
(2,5 mL que contenian 0,28 g de tween-40, 0,28 g de &cido linoléico disuelto en solucion
de buffer de fosfatos (0,05 M a pH de 7,0)). Se prepard un control negativo o blanco que
contenia la emulsién de acido linoléico (2,5 mL) y la solucién buffer de fosfatos (2 mL —
0,04 M a pH 7,0). Paralelamente se prepar6 un control positivo con BHT. Cada una de las
mezclas fue incubada a 37,00 + 0,01 °C durante 72 horas. Se tomé 0,1 mL de la mezcla
incubada, en intervalos de 24 h y se les adiciondé: solucion de etanol (4,7 mL al 75% (v/V)),
solucion de tiocianato de amonio (0,1mL al 30 % (p/v)) y solucién de cloruro férrico (0,1
mL, 1% en HCI al 3,5 %). Se midi6 la absorbancia a 500 nm. El porcentaje de inhibicion

de peroxidacion lipidica fue calculado usando Ecuacion 3-1
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Ecuacion 3-1 % de inhibicion = (%) «100

(1]

Donde Aq es la absorbancia del blanco y A, es la absorbancia de la muestra en presencia
del extracto.

3.2.3 Analisis estadistico

Para los analisis estadisticos de diferencia de medias en la inhibicion de la peroxidacion
lipidica se emple6 un ANOVA de una via con a = 0,05, empleando el software estadistico
IBM SPSS(135).

3.3 Resultados y discusion

A lo largo de los capitulos 1 y 2 se ha discutido acerca del potencial que tienen los
macromicetos como productores de una amplia variedad de metabolitos con actividades
biolégicas comprobadas. En este capitulo y con base en los resultados de la composiciéon
de las biomasas secas cultivadas bajo las diferentes condiciones del proceso de
optimizacion, se pretende evaluar el potencial como antioxidante de los extractos de
mediana polaridad del H. tessulatus. Asi mismo y con base en los reportes de este tipo de
actividad en fracciones de alta polaridad, se determiné el potencial antioxidante de los
extractos etandlicos. Para tal fin, se emplearon técnicas basadas en la evaluacién de su
capacidad de captacion de radical DPPH" y el poder de inhibicién de la peroxidacion

lipidica, en el modelo del &cido linoléico.

3.3.1 Bioautografia con el radical libre 2,2-difenil-1-picril-
hidracilo (DPPH?¢)

La bioautografia con DPPH es una técnica que permite hacer de una forma cualitativa,
relativamente facil y en corto tiempo, una evaluacion de la potencial capacidad captadora

de radicales libres.

En la Figura 3-4, esté el registro fotogréfico de las placas desarrolladas con la fase movil
de mediana polaridad y asperjadas con la solucion de DPPH. De su andlisis se puede

concluir que, indistintamente de las condiciones empleadas en la optimizacion, hay una
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respuesta positiva en el extracto en CH,CI, de la biomasa cultivada en salvado de trigo,
evidenciado por el viraje de coloracién (violeta a amarillo claro) de la mancha
correspondiente a un Rf de 0,45. Adicionalmente, su extracto en etanol, presenta
resultados positivos para los tratamientos 1, 2, 6, 7, 8 y 9 con compuestos que exhiben un
Rf de 0,33. Contrario a este resultado ninguno de los extractos de las biomasas cultivadas
con harina de trigo integral, evidenciaron tener un potencial como captadores del radical
DPPH.

Con el objetivo de hacer un acercamiento a los grupos de compuestos que puedan ser
responsables de dicha actividad, las placas se revelaron con diferentes agentes quimicos,

ampliamente conocidos.

Inicialmente con el cloruro de zinc, revelador especifico para compuestos esteroidales, se
observa que en los extractos en DCM obtenidos a partir de la biomasa cultivada en
salvado de trigo (Figura 3-4), se revelan manchas de mayor intensidad en un Rf de 0,45y
0,19, similar a lo observado con harina de trigo integral pero con una menor intensidad.
Por otro lado en los tratamientos 4 y 5 de los extractos con salvado de trigo en CH,CI, se
ve una menor intensidad que en los demas. Contrariamente los extractos etandlicos de
las biomasas con las dos fuentes de nutrientes presentan baja o nula presencia de

compuestos con nudcleo esteroidal.

Para la vainillina, nuevamente los extractos con salvado de trigo en DCM generan una
mayor intensidad y variedad de manchas de coloraciéon azul, indicando la presencia de
alcoholes superiores, fenoles, esteroides o aceites esenciales que coinciden con el Rf de
0,45y 0,19 revelados con ZnCl, y adicionalmente otras a Rf de 0,67 y 0,54. La presencia
de estas manchas es la misma al emplear la harina de trigo integral, pero con una menor
intensidad. Se debe resaltar en la placa del extracto etandlico de salvado de trigo la
presencia de manchas a Rf de 0,33, con mayor intensidad en los tratamientos 1, 2, 6, 7 y

8, coincidentes con la respuesta positiva al emplear DPPH.

Estos resultados permiten plantear que la respuesta positiva en bioautografia generada
por los extractos de las biomasas cultivadas con salvado de trigo, podrian estar asociadas
a un compuesto o grupo de compuestos de tipo esteroidal. Segun indican Maestro y
Borja(171), a la presencia de esteroles tanto 4-metil como 17-etilideno (H;C-HC=) le
puede ser atribuida la capacidad captadora de radicales libres, debido a que estos

esteroles reaccionan rapidamente con los radicales para producir otros radicales,
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relativamente estables, actuando como antioxidantes, ya que pueden interrumpir la
reaccion en cadena del estrés oxidativo. Asi mismo, los autores resaltan que se puede
alcanzar una eficiencia mayor con la presencia de uno o mas dobles enlaces endociclicos,
lo cual concuerda con lo indicado por Shao et al.(143) quienes mencionan que el doble
enlace conjugado del ergosterol contribuye a la actividad antioxidante.

Este tipo de estructuras fueron determinadas en los extractos de las biomasas obtenidas
con los distintos tratamientos (capitulo 2), en las que se encontraron dos compuestos con
las caracteristicas estructurales anteriormente descritas (ergosta-5,7,22-trien-3-ol
(ergosterol) y ergosta-5,7,9(11),22-tetraen-3-ol), confirmando que los esteroles con un
grupo etilideno en la cadena lateral y dobles enlaces en los ndcleos, son eficaces como
captadores de los radicales DPPH.

Con respecto a la polaridad de los compuestos con posible actividad, presentan similitud
con el estigmasterol (Estigmasta-5,22-dien-3-ol), esterol tomado como patrén y que

presenta un Rf 0,43, revelado con vainillina y cloruro de zinc.

Ahora bien, debido a que cominmente se atribuye la accion antioxidante, principalmente,
a compuestos de tipo polifendlico(155), entre otros(167), se evalué su presencia en los
extractos, desarrollando las placas con una mezcla de disolventes comunmente utilizado
para este tipo de compuestos(61) y revelando con FeCls, ademas de la determinacién de
la capacidad de captacion de DPPH’, obteniendo los resultados ilustrados en la Figura
3-5.

Del analisis de esta figura, se puede evidenciar, para los extractos en CH,Cl, y salvado de
trigo una respuesta positiva con el revelador especifico para los distintos tratamientos de
la optimizacién, apareciendo manchas a Rf de 0,95, 0,83, 0,66, 0,64, 0,56 y 0,39, y un
resultado positivo para la capacidad captadora de DPPH’ correspondiente a la mancha
con un Rf de 0,56. No obstante, llama la atencion el hecho de que se revelen esa amplia
variedad de manchas con el cloruro férrico, reactivo especifico para componentes polares,
como los fenoles que no serian extraidos con un disolvente como el diclorometano. Para
dar una explicacion a este comportamiento, se hicieron diversos ensayos en CCD con
patrones de triterpenoides y extractos enriquecidos en este grupo de compuestos, en los
gue se pudo evidenciar que el FeCl; en medio acido, genera manchas de color que varian

entre rojo, azul y verde para este grupo de compuestos y por ende se puede concluir que
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los constituyentes de estos extractos eluidos con el sistema Tolueno:acido acético y

revelados con FeCls, corresponden a nucleos triterpenoidales.

Figura 3-4 Cromatogramas de los extractos de las biomasas de H. tessulatus cultivado
bajo las condiciones del proceso de optimizacion desarrollados con Tol:AcOEt 4:1 (v/v), y
visualizados con diferentes reveladores.
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P1, patrén estigmasterol —lanosterol; P2, extracto de P. ostreatus enriquecido en ergosterol; cada uno de los
ndmeros representa un tratamiento definido en el proceso de optimizacién (capitulo 2).

De manera similar para los extractos en etanol y salvado de trigo como fuente de
nutrientes, se obtuvieron para todos los tratamientos manchas reveladas con el FeCl; en
Rf de 0,85, 0,73, 0,59, 0,57 y 0,53, coincidiendo, esta Ultima con una respuesta positiva
para la capacidad captadora de DPPH’, aunque con menor intensidad en el tratamiento 5.
Lee et al.(163) reportan que altos contenidos de fenoles totales fueron los responsables
de las propiedades antioxidantes efectivas del extracto etandlico en cuerpos fructiferos de
H. tessulatus. Por lo tanto, en el extracto etanélico de micelio obtenido en este trabajo los
compuestos de tipo fendlico o polifendlico podrian ser los responsables de esta actividad,
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aungue de igual manera habria un aporte importante de los compuestos triterpenoidales
tal como se mencioné en el parrafo anterior.
Figura 3-5 Cromatogramas de los extractos de las biomasas del H. tessulatus cultivado

bajo las condiciones del proceso de optimizacién, desarrolladas en el sistema
tolueno:acido acético 85:15 (v/v), y revelados con DPPH (bioautografia) y FeCl;

Salvado de trigo—DCM Trigo integral—DCM Salvado de trigo—EtOH Trigo integral—EtOH

o

0
o
T

p1123456789P1123456789P1123456789 PL 12 3 45 6 7 829

[ ¢ P

@ . -

“aar

M & = 2 3 =
[}
O

@ .

v ,,,&1v9§?9?i“’&£

P21 2 3 456 789 P21 2 3 4 56 7809 P21 2 3 45 6 7 8 9 P21 2 34 56 789

P1: B-Naftol; P2: Trolox. Cada uno de los numeros representa un tratamiento definido en el proceso de
optimizacion (capitulo 2).

Para poder confirmar qué grupo de compuestos son los responsables del poder captador
de radicales DPPH, seria necesario realizar una cuantificacion de los fenoles y de los
triterpenoides y relacionar estos resultados con los obtenidos para las bioautografias,

buscar un revelador mas selectivo para los fenoles.

Con respecto a los tratamientos cultivados con harina de trigo integral, ya sea en
extractos de DCM o etanol, la capacidad captadora de DPPH’ es minima o nula,
mostrando con esto un mayor potencial antioxidante para la biomasa de H. tessulatus
obtenida empleando salvado de trigo como fuente de nutrientes, resultado concordante
con lo descrito en el capitulo 2. Con base en esto, se procedié a cuantificar en dicha
biomasa su capacidad captadora de DPPH’ por medio de la CEs, y a evaluar su potencial

para la inhibicion de la peroxidacion lipidica.

En este punto, se debe aclarar que se usé el extracto etandlico, ya que, a lo largo del

estudio de los compuestos antioxidantes, los polifenoles han tenido un papel
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preponderante sobre dicha actividad incluyendo los mecanismos de captacion de
radicales libres e inhibicion de la oxidacion de lipoproteinas de baja densidad (LBD), entre
otras(155).

3.3.2 Cuantificacion del poder captador del radical libre

DPPH de los extractos

Inicialmente, se cuantificé la capacidad captadora de los radicales DPPH' de los extractos
etandlicos de las biomasas obtenidas por los tratamientos de optimizacién 1, 3, 5, 7, 9
(capitulo 2), obteniendo como resultado la siguiente escala con base en su potencial para
captar el radical: Acido ascorbico>BHT>1>9>7>3>5 (Tabla 3-3).

Los patrones comerciales presentan una mayor actividad que los distintos tratamientos. El
extracto con la mayor capacidad de captar el radical es el tratamiento 1, el cual se
relaciona con la mayor cantidad de salvado de trigo adicionado al medio de cultivo, que
ademas de incentivar la biosintesis de compuestos y aumentar la produccién de biomasa,
como se concluyd anteriormente, también se asocia con manchas reveladas con FeCl;
(Figura 3-5) de una mayor intensidad, comparado con el tratamiento 5, que presenta la
mayor CEs,. Este resultado concuerda con lo indicado por Loganayaki et al.(172), quienes
relacionan la capacidad de captacion de los radicales DPPH" con la concentracion de los
compuestos fendlicos, debido a la habilidad de éstos para contribuir a la transferencia de
electrones o donacion de hidrégenos, asi como a la contribucién de los triterpenoides

presentes en el extracto.

Tabla 3-3 Cuantificacién del poder captador del radical DPPH’ para los extractos de H.

tessulatus.
Tratamientos de ClBgy (DI 217
optimizacion (mg muest'ra/mg
DPPH)
1 10,49
3 17,95
5 19,27
7 15,34
9 13,54
Acido ascérbico 0,21
BHT 0,41
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Sin embargo, es importante aclarar que otros tipos de compuestos, como los flavonoides
también poseen alta actividad antioxidante debido a los dobles enlaces presentes en el
anillo C(167). Por esta razon, en futuros trabajos, se podria cuantificar la presencia de
este tipo de compuestos en los extractos.

Para finalizar con la evaluacion de la actividad antioxidante de los extractos, se
complementd el analisis empleando un método directo, basado en el estudio del potencial

efecto de los extractos para reducir la cantidad de peréxidos lipidicos.

3.3.3 Inhibicion de la peroxidacion lipidica con el modelo

del acido linoléico.

El porcentaje de inhibicién de la peroxidacion lipidica de los extractos etandlicos de H.
tessulatus cultivado en salvado de trigo bajo las diferentes condiciones de la optimizacion,
asi como del patron BHT se ilustran en la Figura 3-6. En la Tabla 3-4 se resumen los
valores del porcentaje de inhibicion de estos mismos extractos en funcién del tiempo para
el periodo de uno y dos dias.

Del analisis de la Figura 3-6 se observa que para la mayoria de los casos, en el primer dia
de evaluacién, los extractos de las biomasas indistintamente de las condiciones del
cultivo, presentan un incremento en el porcentaje de inhibicién de la peroxidacion lipidica
al aumentar la concentracion del extracto. Sin embargo, Unicamente con las condiciones
de cultivo del tratamiento 1 a las diferentes concentraciones evaluadas, se evidencia una
diferencia significativa con respecto a los demas tratamientos en este mismo dia.
Adicionalmente, con este tratamiento se obtuvo el mayor porcentaje de inhibicién
(34,34%) a una concentracién de 500 pg/mL, indicando un efecto positivo generado por la
mayor cantidad de salvado de trigo presente en el medio (45 g/L).

En el segundo dia de medicién no hay un efecto significativo de la concentracion en el
porcentaje de inhibicion, lo cual indica que la principal influencia del extracto en la
inhibicion se da principalmente en el primer dia del ensayo, disminuyendo su actividad en

los dias consecutivos.

En cuanto a la comparacion de los valores con el patron de BHT este presenta un
porcentaje de inhibicibn de peroxidacién lipidica superior en las diferentes

concentraciones y dias evaluados, que oscila entre 72-80%, mostrando una diferencia
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significativa con los extractos analizados, indicando una baja actividad de los compuestos

presentes en estos.

En resumen, el mayor potencial de inhibicibn de los extractos obtenidos en cada
tratamiento se obtuvo en el dia 1 a 500 ug/ml y presenta el siguiente orden: 1>9>3>7>5.
Esta inhibicion de la peroxidacion lipidica puede estar relacionada con la habilidad de
donar hidrégenos por parte de derivados fendlicos y la subsecuente estabilizacion del
radical libre, como lo indica Loganayaki et al.(172), quien ya ha sido referenciado a lo
largo de la presente investigacion. De esta forma se observa una concordancia entre los
compuestos polifendlicos revelados con FeCl; para el extracto de las biomasas cultivadas
con salvado de trigo- y extraidas en EtOH (Figura 3-5), en donde las manchas son menos
intensas para el tratamiento 5 y se refleja un incremento en esta intensidad para los

demas tratamientos.

Sumado a lo anterior, este comportamiento también puede estar asociado con la
presencia de compuestos triterpenoidales de naturaleza apolar, los cuales pueden ser
extraidos al emplear etanol, tal como se confirmé con el revelado de las placas de dicho

extracto usando una solucién de ZnCl,.

Por otro lado, al comparar los resultados obtenidos con estudios similares, Lee et al. (163)
determinaron un 56,4% de inhibiciébn a 5 mg/mL de extracto etandlico, concentracibn mas
alta que la evaluada en este trabajo, sin embargo, la metodologia empleada presenta
algunas diferencias con la aca desarrollada, discrepando en la metodologia de medir los
cambios en la inhibicién de la peroxidacion. A pesar de lo anterior se podria inferir que
incrementar la concentracion de los extractos evaluados, permitiria mejorar los resultados
de inhibicion de la peroxidacion lipidica.

Es importante anotar que los diferentes reportes de actividad antioxidante se enfocan a
extractos obtenidos a partir de cuerpos fructiferos de H. tessulatus y como se muestra en
los antecedentes solo un trabajo se ha enfocado en la evaluacion del micelio, y en este
emplean fuentes de nutrientes de composicion conocida(167), asi que los resultados de
este trabajo aportan al conocimiento sobre el efecto de la cantidad de fuente de nutrientes
alternativas en la actividad antioxidante de la biomasa obtenida por fermentacién en

estado liquido.
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Figura 3-6 Porcentaje de peroxidacion lipidica para los diferentes tratamientos de

optimizacion.
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Tabla 3-4 Valores de porcentaje de inhibicion de la peroxidacion lipidica de extractos
etandlicos de H. tessulatus cultivado en salvado de trigo.

Tratamiento
de

Dia

Concentracion de extracto (ug/mL)

optimizacién 10 50 250 500
BHT 1 72,0 +6,95% 72,0 +8,05% 77,5 +559°% 74,4 +594°2
2 77,6 +0,73° 79,8 +0,131 80,6 +1,45° 79,9 +1,55°
1 1 -3,70 +2,60° 17,43 +5,30° 14,43 +1,06° 34,34 +1,45°
2 2,12 +0,75° -2,68 +0,84 % 8,47 +0,37° 516 2,437
3 1 3,39 #0,10° 536 1,54 536 +0,77° 13,68 +0,58°
2 2,98 +3,65° 9,66 +3,18° 3,97 +5724° 2,25 +2,43°
5 1 -1,80 +2,60° 0,05 +0,00 ¢ 2,50 +2,31° 4,55 +0,19°
2 8,73 +1,31° 4,76 +1,50° -1,19 +580° 2,65 +3,36°
. 1 0,86 +1,54° 2,70 +1,83° 7,20 #5,30° 11,43 +0,87°
2 2,38 +3,55° 4,76 16,36 ° 3,77 +1,78° 6,55 +3,65°
9 1 1,27 +0,58° 1,68 +1,54°¢ 10,34 +0,48° 14,95 +1,19°
2 3,37 +3,46° 9,46 +6,45° 4,83 +4,58° 2,12 #5247

Letras diferentes indican diferencia significativa entre tratamientos para una concentracion dada en

el dia 1.

Numeros diferentes indican diferencia significativa entre tratamientos para una concentracion dada en el dia 2

(P=0,05)

Finalmente, del andlisis general de la evaluacién de actividad antioxidante, se observa

resultados positivos cualitativos, con respecto al salvado de trigo al evaluar su accién en

cromatoplacas. Sin embargo, al cuantificar esta actividad resulta un bajo potencial de H.

tessulatus comparado con el patron comercial, en relacion a la produccion de metabolitos

antioxidantes obtenidos por FEL, donde el empleo de esta fuente de nutrientes no parece

favorecer la cantidad de este tipo de compuestos. En lo referente al efecto de las

condiciones de la optimizacion sobre la actividad antioxidante, el aumento en la cantidad
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de salvado de trigo (tratamiento 1) contribuye a incrementar el potencial tanto para la

captacion del radical DPPH como para la inhibicion de la peroxidacion lipidica.

3.4 Conclusiones

El andlisis cualitativo indicé una capacidad captadora del radical DPPH por parte de los
extractos en DCM y EtOH de la biomasa de H. tessulatus cultivada en salvado de trigo,
contrario a lo obtenido con la harina de trigo integral. Los constituyentes relacionados con
esta actividad son en su mayoria metabolitos triterpenoidales, sin descartar la presencia
de otros componentes.

La cuantificacion de la actividad antioxidante permitié determinar que el extracto etandlico
de la biomasa obtenida en salvado de trigo tiene un bajo potencial comparada con

patrones comerciales.

En cuanto al efecto de los diferentes tratamientos de optimizacion, las condiciones de
mayor cantidad de fuente de nutrientes incentivan la biosintesis de compuestos con

potencial antioxidante.
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4 Perspectivas

Con el objetivo de explicar el hecho de que la cantidad efectiva de fuentes de
nutrientes en el medio, afecta la produccién de biomasa seca, se debe determinar
la composicion del filtrado.

Los resultados de produccion de biomasa seca de Grifola frondosa estuvieron muy
por debajo de los obtenidos por Zapata et al.(20) a pesar de emplear fuentes de
nutrientes similares a la empleadas en este trabajo, sin embargo, los autores
reportan un medio enriquecido, por lo cual, se propone evaluar el mismo medio
reportado para confirmar que esta variacion es dependiente de la cepa empleada.
Es importante realizar el cultivo de las especies evaluadas en medios comunmente
empleados o enriquecidos, permitiendo asi, comparar de manera mas exacta los
resultados obtenidos a partir de las fuentes de nutrientes aca evaluadas.

Algunos autores resaltan la importancia del control del tamafio y la morfologia del
pellet obtenido en la FEL, indicando una serie de caracteristicas especificas para
hacer mas eficiente la produccién de biomasa seca o metabolitos, entonces,
investigar el proceso que permita de manera eficaz controlar estas caracteristicas,
aportara a la optimizacién del cultivo.

A partir del modelo de optimizacién empleado, se logré incrementar la produccién
de biomasa seca de H. tessulatus, no obstante, otras condiciones pueden
influenciar la produccion de biomasa, ademdas presentar un comportamiento
sinérgico entre estas. Por tal razdn, es clave incluir la evaluacion de condiciones
adicionales del proceso.

Aunado a lo anterior, el modelo empleado mostro una tendencia al incremento de
la produccion de biomasa seca en el punto maximo de fuente de nutrientes
evaluado. Este resultado hace necesario usar mayores cantidades de fuentes de
nutrientes para establecer el punto maximo de produccion de biomasa.

Se propone determinar de manera mas exacta la cantidad de inéculo adicionado al
medio, con el empleo de pre inéculos o solucion de esporas asexuales, lo cual

dependera de la especie y condiciones empleadas.
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- Para tener certeza de los componentes responsables de la actividad antioxidante
exhibida por la biomasa de H. tessulatus es necesario cuantificar los

triterpenoides, flavonoides y fenoles totales presentes en los extractos.
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Cromatogramas de Grifola frondosa
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Anexo 5-2 Cromatogramas de la cinética de crecimiento para salvado de trigo y harina de

bundance

trigo integral
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Abundance Abundance
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Anexo 5-3 Compuestos determinados por CG-EM en la cinética y proceso de

optimizacion
. | Pico -
Compuesto tr M Fragmentos caracteristicos
base
189 (M*-CHz), 165 (M*-C3Hs), 163 (M'-C3Hs),
1 | Biciclogermacreno 14,86 | 204 | 161 | 161 (M'-CsHs)
2 | Acido dodecanoico (latrico) 15,74 | 200 | 73
3 | Acido tetradecanoico 18,73 | 228 | 73
4 | Acido pentadecanoico 19,63 | 242 | 73
. . Rearreglo Mc-Lafferty m/z 73, picos a m/z
5 éCIdO hexadecanoico 21,73 | 256 /3 29, 43, 57, 71, 85 producidos por pérdidas
6 | Acido heptadecanoico 2230 | 270 | 73 |sucesivas de 14.
7 | Acido 9,12-octadecadiendico 23,73 | 280 | 81
8 | Acido 9-octadecenoico 23,79 | 282 | 55
9 | Acido octadecanoico 24,02 | 284 | 73
205 (M'-CHs), 202 (M*-H,0), 187 (M"-CHs-
10 | Espatulenol 16,17 | 220 | 205 H.0), 177 (M+-43), 159 (M+-C3HgO)
11 | 9-octadecenamida (oleamida) 26,37 | 281 | 59 miz 59 McLafferty, M*-CoHy,
12 | Erucamida 30,59 | 337 | 59
13 | supraeno (escualeno) 31,08 | 410 | 69 |34 (M+-69), m/z 69 CsHo, m/z 81 CeHo
Grupo de picos a CyHzn+1 por perdidas de
14| Octadecano 31,68 | 254 | 57 |CHs, CsHs, CaHy
_ ~ i 379 (M+-CH3), 376 (M+-H20), 361 (M+-CH3-
15| ErOOSIB =5, 79011) 22 ~tetraen-3 | ) | oo4 | 951 | H20), 269 (M+-CL), 251 (M+CL-H20), 209
-ol (M+-CH3-Fisi6n anillo D) (173)
16 | Ergosta — 5,7,22-trien — 3 — ol* 34,82 | 396 | 363 |381 (M+-CH3), 378 (M+-H20), 363 (M+-CH3-
H20), 337 -C4H11), 271 (M+-CL), 253 (M+-
CL-H20), 229 (M+-Fisién anillo D-H20), 211
(M+-CH3- Fision anillo D), 159 (M+-Fisién
17 | Ergosta - 5,8,22-trien — 3 — ol 34,55 | 396 | 363 |anillo C- H20), 143 (M+-Fision anillo C- H20-
CH3), 128 (M+-Fision anillo C- H20-
2CH3)(52)
400[M™], 382 (M" -H,0), 315 (M" -CgH13), 367
o a (M" - H20 - CHg), 273 (M" -cadena lateral),
18| Ergosta-5-en-3-ol 34,92 1 400 | 43 1513 (M" -H,0 -CHs -fision de anillo D)(174).
19 | Ergosta- 5,7-dien-3-ol 35,12 | 398 | 365
21 | Ergosta- 5,8-dien-3-ol 35,37 | 398 | 365
20 | Ergosta-3-ol 35,00 | 402 | 215
385 (M*-CHs), 273 (M*-CL), 246 (M*-Fisién
anillo D), 231 (M*-Fisi6n anillo D-CHa), 217
22 | Ergosta-3-ona 35,47 | 400 | 231 |(M'-Fision anillo D-CO-H), 163 (M*-Fisién
anillo C-CHjs) (174).
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23

Ergosta—7—en -3 -ol

35,49

400

400

400 [M'], 383 (M" -CH3), 380 (M*-H,0), 365
(M* - H20 - CHg), 337, 273, 246(52)

24

Estigmasta—5—-en—-3-ol

35,48

414

43

399 (M+-CH3), 396 (M+- H20), 381 (M+-
CH3-H20), 273 (M+-CL), 255 (M+-CL-H20),
246 (M+-Fision anillo D), 213 (M+-Fision
anillo D-H20-CH3), 163 (M+-Fisién anillo C-
CH3), 145 (M+- Fision anillo C-H20-CH3)
(52)

25

Estigmasta-3-ol

36,04

416

215

401 (M*-CHs), 398 (M*-H,0), 383 (M"-CHs-
H»0), 275 (M*-CL), 273 (M*-CL-2H), 257 (M*-
CL-H;0), 233 (M*-Fision anillo D-CHs), 215
(M*-Fision anillo D-H,0), 180, 147 (174).

26

Estigmasta — 3 — ona

36,32

414

231

399 (M+-CH3), 273 (M+-CL), 246 (M+-Fisién
anillo D), 231 (M+-Fisién anillo D-CH3), 217
(M+-CO-H) (54)

27

Estigmasta—4 —en—3 —-ona

37,22

412

124

397 (M+-CH3), 370 (M+-C3H6), 355 (M+-
C3H6-CH3), 314 (M+-C3H6-CH3-CO-CH),
271 (M+-CL), 229 (M+-Fision anillo D), 124
(54)
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Anexo 5-4 Cromatogramas de los diferentes tratamientos del proceso de optimizacion
para salvado de trigo (ST).

ST- tratamiento 1 ST- tratamiento 2
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sunaance | ST- tratamiento 9
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Anexo 5-5 Cromatogramas de los diferentes tratamientos del proceso de optimizacion
para harina de trigo integral (HTI).

Abundance

HTI - tratamiento 1

HTI - tratamiento 2
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HTI - tratamiento 9
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Abundance
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