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Resumen y Abstract Vi

Resumen

Lentinula edodes, hongo comestible conocido en el mundo como Shiitake, posee
diferentes acciones biolégicas; que lo convierten en el nutraceutico natural por
excelencia. El objetivo de la presente investigacion fue el de establecer la produccion de
biomasa fangica y bioactivos (polisacéaridos y triterpenoides) durante el cultivo sumergido
del hongo, para posteriormente introducirlos en una gelatina de fruta y evaluar su
comportamiento en la matriz a través del tiempo. Se obtuvo un rendimiento en biomasa
fungica cercano al 90%, mientras que la produccién de polisacéridos bioactivos, los B-
glucanos, tuvieron una alta produccién por el micelio pero con baja excrecion. En lo que
respecta a los acidos grasos se encontré una diferencia estructural entre los presentes
en el micelio y los excretados al medio de cultivo. En cuanto a los compuestos
triterpenoidales, éstos fueron identificados Unicamente en el micelio, dentro de los cuales
se encuentran tres posibles nuevos compuestos para el hongo. Con relacion a la gelatina
con fruta ésta presentd un importante contenido de los B-glucanos, lo que podria
conllevar una reaccion benéfica sobre el organismo que las consuma. La presencia de
esos bioactivos, hace que algunas de las propiedades reoldgicas de la gelatina cambien
significativamente, sin presentar influencia en la percepcion por parte de los
consumidores. Los resultados dan pie para adelantar posteriores investigaciones que
lleven a mejorar la productividad de biomasa y metabolitos, para incluirlos en otros tipos

de alimentos que sean consumidos por una proporcion mayor de la poblacion.

PALABRAS CLAVE: Basidiomicetos, fermentacion sumergida, biometabolitos,

polisacaridos, B-glucanos, acidos grasos, triterpenoides.
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Abstract

Lentinula edodes is an edible mushroom known worldwide as Shiitake; it has many
different biological activities that make it as an excellent natural nutraceutic. The
objectives of this research was establish the production of the biomass and bioactives,
through the submerged culture of the fungus and posteriorly put into fruit gelatin, and
make an evaluation of these bioactives behavior across the time. The yield of fungal
biomass was closed to 90%, while bioactive polysaccharides production, B-glucans, had
a high yield in the mycelium, but low excretion to the media. Regard fatty acids, they had
structural differences between those related to the mycelia and exhausted culture
medium. Related to triterpenoids compounds, they were identified only in the mycelium
and among all of them, three were identified for the first time for the fungus. Regard to the
fruit gelatin, it had an important quantity of B-glucans; this fact could lead to a benefic
effect on any organism that consume the product. These bioactive compounds in the
gelatin, especially functional polysaccharides, makes that some reological properties
change significantly, but without any influence in consumers perception. All these results
are the origin of forward investigations that lead to improve biomass and metabolites
productivity, increase the bioactivities of the biotechnological product to the object to mix

it with other foods consumed for the widest range of population.

KEY WORDS: Basidiomycetes, submerged fermentation, polysaccharides, B-glucans,

fatty acids, triterpenoids.
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Introduccién

I.  Lentinula edodes (Shiitake)

Las setas conocidas como Shiitake, Shiang-gu, hongo fragante u hongo del roble como
son llamadas en Asia, su continente de origen, constituyen un alimento tradicional,
exquisito y altamente valorado en la alimentacion tradicional asiatica. Pero no solamente
son deliciosos, nutritivos, con gran sabor y un aroma seductor, sino que también
contienen componentes que le proporcionan propiedades nutraceuticas, las cuales son
debidas a las acciones biolégicas presentadas por algunos de sus metabolitos. Entre
éstas acciones se encuentran la antioxidante, hipocolesterolémica, hipoglicemiante,
antibacterial, inmunomoduladora, anticancerigena, reguladora del sistema cardiovascular
y antiviral (se ha confirmado que inhibe la replicacién del virus de la inmunodeficiencia
adquirida —VIH) (Mattila, Suonpaa et al. 2000) siendo las tres Ultimas las de mayor
relevancia. Dichas propiedades se han atribuido a los polisacaridos y compuestos
triterpenoidales (Smith, Rowan et al. 2002), metabolitos secundarios propios del hongo,
los cuales han sido aislados del carpéforo, siendo esta la razon de que hace siglos los
orientales han empleado este hongo en sus tratamientos médicos. En la actualidad
muchos de estos compuestos estan siendo utilizados en la produccién de medicamentos
comerciales (Smith, Rowan et al. 2002). Sin embargo, investigaciones preliminares sobre
basidiomicetos y especificamente sobre Shiitake (Caglarirmak 2007) han puesto de
manifiesto que la proporcion de estos compuestos varia tanto con el estadio del hongo
como con el medio en que es cultivado (Cucaita 2007; Osman, Hassan et al. 2009). La
historia taxonémica del Shiitake se remonta al afio 1877, cuando Berkely propuso el
nombre de Agaricus edodes para su clasificacion. En adelante, la seta fue cambiando de
género pasando por Collybia, Armillaria, Lepiota, Pleurotus y Lentinus, esta ultima
clasificacion dada por Singer aun es aceptada y empleada por muchos autores.

Recientemente Pegler denomino al Shiitake como Lentinula edodes por las diferencias
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microscoOpicas que existian con respecto a su clasificacion anterior (Stamets 1993). La

figura 1 muestra la clasificacion taxonémica para el Shiitake.

L. edodes es uno de los hongos usados en etnomedicina mejor conocidos y
caracterizados por sus acciones biologicas y en la medicina oriental se ha empleado para
el tratamiento de un amplio rango de problemas de salud. Asi mismo, es la materia prima
de preparaciones ampliamente estudiadas y documentadas con propiedades
farmacéuticas comprobadas (tabla 1-1). Los estudios se basan especialmente en el
polisacéarido llamado lentinan y en las glicoproteinas tanto del micelio del hongo (LEM:
micelio de Leninula edodes, por su sigla en inglés) como de los extractos de medios de
cultivos liquidos (LAP y KS-2) (Wasser 2005), los cuales se han constituido en
compuestos medicinales (tabla I-2) Pero, no sélo los compuestos aislados son benéficos
para la salud sino que el consumo del hongo como tal proporciona los mismos beneficios.
Se ha reportado que el consumo diario de 90g de shiitake fresco durante 7 dias induce la
reduccion de hasta el 12% del colesterol en la sangre (Martinez-Carrera, Sobal et al.
2004). Otros autores reportan que una dosis entre 150 y 300 mg de micelio diario son

suficientes para incrementar el sistema inmune y asi combatir el cdncer (Donatini 2010).

Figura I-1. Clasificacién taxonémica del Shiitake. (Kirk, Cannon et al. 2008)

N
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e Hymenomycetes
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.1 Propiedades anti cancerigenas

Las investigaciones realizadas sobre los polisacéaridos aislados de basidiomicetos ponen
de manifiesto que estos compuestos modulan e incrementan la respuesta inmune del
organismo, lo que les confiere propiedades antitumorales (Zhang, Cui et al. 2007) las
cuales se han confirmado clinicamente con la demostracibn de su capacidad para
prevenir (31-83%), inhibir (73-97%), o incluso revertir (22-77%) la formacion de tumores.
Su administracion es normalmente por via intraperitoneal en dosis de 0,2-25 mg/kg de
peso corporal, observandose efectos positivos dentro de las primeras 24 horas y hasta
por siete dias. Asi mismo, ha presentado enorme capacidad para prevenir canceres
inducidos viral o quimicamente, asi como metastasis cancerosa (Martinez-Carrera, Sobal
et al. 2004).

Estos compuestos bioactivos también exhiben efectos regenerativos a nivel celular,
aliviando efectos secundarios derivados de los tratamientos convencionales contra el
cancer, razon por la cual se consideran una excelente alternativa natural para la
recuperacion de pacientes tratados con quimioterapia. Los estudios han comprobado
cinco efectos de regeneracion a saber: 1. Incremento del nimero de leucocitos en
sangre; 2. Recuperacion de las funciones del sistema inmunolégico del organismo; 3.
Recuperacion del apetito; 4. Reduccién del dolor; 5. Efectos anti-eméticos y 6. Detencion

de la caida del pelo (Martinez-Carrera, Sobal et al. 2004).
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Tabla I-1. Propiedades medicinales para Lentinula edodes. (Wasser y Weis 1999)

Desordenes cardiovasculares
Inmunomodulador

Antifingico

Lentinula

X |Antibacterial y Antiparasitico
X Regulador de la presion sanguinea
X |Hipercolesterolemia, Hiperlipidemia

X |Antiinflamatorio

X |Antitumoral

X |Antiviral (anti-VIH)

X |Antidiabético

X Tonico de rifiones

X" |Hepatoprotector
Ténico Nervioso

X Potenciador Sexual

>

edodes

X: producto comercialmente desarrollado (medicamento o suplemento dietario)

I.2 Propiedades antibacteriales y antivirales

Es conocido que tanto el micelio de Lentinula edodes (LEM) como los medios agotados y
diferentes extractos de éstos exhiben propiedades antibacteriales, con mayor efectividad
contra gram positivos que contra gram negativos. Nora evalu6 el medio agotado de L.
edodes frente a varias bacterias (incluidas patdgenas como Bacillus megaterium,
Streptococcus pyogenes y Staphylococcus aureus) y levaduras (Candida albicans);
observando la inhibicion del crecimiento de las bacterias (actividad bacteriostatica) gram
positivas, mientras que no inhibié ni las gram negativas ni la levadura (Nora 2001). Estos
resultados son concordantes con el estudio realizado por Dantas-Vanetti en 2001; alli se
evalué la actividad antimicrobiana del micelio y extractos de éste, enfrentado a
contaminantes de alimentos tanto gram positivos, como gram negativos (Dantas-Vanetti,
Kazue et al. 2001); se ha argumentado que la accién antimicrobiana del Shiitake proviene
de las lentamicinas y la lenticina (eritadenina), compuestos ajenos a los glucanos de la
pared (Soboleva, Krasnopol'skaya et al. 2006). Asi mismo, se ha explorado el posible
uso del hongo como controlador biolégico de fitopatégenos, mediante la evaluacién de la
actividad antimicrobiana contra Xanthomonas axonopodis pv passiflorae, Guignardia
citricarpa, Colletotrichum sublineolum y el virus del mosaico del tabaco (VMT),
demostrandose la inhibicion de las bacterias y del micromiceto por parte del Shiitake. Sin

embargo, hubo una limitada inhibicibn de VMT con el extracto acuoso del micelio
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(Pimentel 2008). Por otro lado, el LEM (micelio de Lentinula edodes, por su sigla en
inglés) también ha demostrado su capacidad para inhibir in vitro la infeccion del virus de
la inmunodeficiencia humana (HIV) y la recuperacion de pacientes infectados por otros
virus; por ejemplo, estudios clinicos con 40 pacientes afectados por hepatitis B cronica, el
LEM mejor6 el funcionamiento del higado y redujo la presencia del virus de la hepatitis B

en sangre (Martinez-Carrera, Sobal et al. 2004).

Pero no sélo los compuestos del hongo sin modificacién son los responsables de las
acciones biolégicas ya que algunos derivados como el sulfato de lentinan presentan una
potente actividad para suprimir la expresién e infeccion del virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH). Otros compuestos antivirales también identificados del micelio son las
lentinamicinas A y B; por otro lado, un extracto de Shiitake demostré una reduccion del
46% de lesion pulmonar ocasionada por el virus de la influenza, lo cual fue incluso mas
eficiente que algunos medicamentos antivirales (clorhidrato de amantadina) empleados
comunmente (40%). También detuvo la multiplicacion del virus de la poliomielitis (Mattila,
Suonpaa et al. 2000; Martinez-Carrera, Sobal et al. 2004). -

I.3 Propiedades hipocolesterolémicas y antihipertensivas

Los altos niveles de colesterol normalmente estan asociados a la hipertension y
propension a enfermedades cardiovasculares en el ser humano. La “lenticina” o
“lentinacina” (eritadenina), aceleran la excrecion y descomposicibn metabdlica del
colesterol ingerido por el organismo (Sugiyama, Akachi et al. 1995; Martinez-Carrera,
Sobal et al. 2004). Un efecto similar lo produce también la fibra dietética contenida en el
Shiitake. Pero, no sélo los intrametabolitos presentan estas acciones ya que un exo-
polimero, familiar a una glicoproteina, aislado del Shiitake, cuando se administra en una
dosis de 200 mg/kg peso corporal, reduce el nivel plasmatico de colesterol total en un
25,1%, mientras que el nivel de triglicéridos desciende en un 44,5% (Yang, Kim et al.
2002). Por otra parte, su bajo contenido de sodio y alta proporcién de potasio hacen que
sean ideales en la dieta para disminuir la hipertension, sin embargo algunos estudios se
han llevado a cabo al respecto, con muy buenos resultados (Kabir, Yamaguchi et al.
1987).
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l.4 Propiedades antitrombdticas e hipoglicemiantes

La lentinacina, ha demostrado tener una notable actividad antitrombética, mediante la
inhibicion de la aglutinacion de plaquetas (Martinez-Carrera, Sobal et al. 2004). Asi
mismo se ha determinado los efectos hipoglicemiantes de un exo-polimero aislado del
Shiitake. Al administrarse en una dosis de 200mg/kg peso corporal se registré una
reduccién de hasta el 21,5% en el nivel de glucosa plasmatica, asi como un incremento

de 22,1% en el nivel de insulina plasmatica (Yang, Kim et al. 2002).

Tabla I-2. Principales compuestos medicinales aislados del Shiitake (Lentinula edodes)
(Rendon y De Villeros 2004)

Compuesto Activo Tipo de Compuesto Propiedad
Eritadenina Derivado de adenosina Hipolipidémico

C-1-2 Polisacérido Inmunoactivo

Lectina Proteina Inmunoactivo
Lentinan Polisacérido Inmunoactivo, anticancerigeno,

antiviral, antibacterial

Emitanina Polisacérido Inmunoactivo

EP3 Lignina Antiviral, inmunoactivo

KS-2, KS-2-B Péptido Antiviral, inmunoactivo, antibacterial
—————— Poliribonucleétidos Inmunoactivos

Ac2p Polisacérido Antiviral

FBP Proteina Antiviral

Tioprolina (TCA) Aminoacidos Eliminador de nitritos

Ergosterol Esterol Anticancerigeno
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. Fermentacion en Estado Liquido de Shiitake

La fermentacion en estado liquido (FEL) o fermentacién sumergida (FS) hace referencia
a aquella en donde hay por lo menos la misma concentracion de agua y de sustrato
soélido (nutrientes) en el proceso, es decir que hay una solucién (Rodriguez-Couto, S. et
al. 2006). Estos nutrientes deben ser preferiblemente liquidos o solubles en agua o en su
defecto que se encuentren en suspension. Es el tipo de fermentacién mas utilizado en la
industria debido a que es sencillo, pueden controlarse muchas mas variables que en la
fermentacion en estado sélido (FES) y el producto final es mucho mas facil de recuperar
(Crueger & Crueger. 1993). En esta clase de fermentacién los microorganismos se
desarrollan flotando en el volumen del medio de cultivo, en el caso de los hongos
miceliales (mohos), éstos pueden formar pequefias esferas de micelio (pellets) cuando
hay agitacion, de otra forma, crecen en la superficie. El desarrollo del microorganismo se
presenta de forma tipica, dando origen a una fase de latencia o acoplamiento, una de
crecimiento (fase logaritmica), una fase estacionaria y la ultima, la fase de muerte. La
FEL también puede dividirse en varios tipos, por lote, continua y alimentada entre otras,
segun la entrada y salida de sustrato y producto, respectivamente (Crueger & Crueger.
1993).

El desarrollo de la biotecnologia en especial de la fermentacién en estado liquido (FEL) y
la facilidad que proporciona en cuanto al manejo de sus variables, ha permitido realizar el
cultivo del micelio de macrohongos con aumento en la produccion de sus metabolitos, lo
gue ha impulsado alun mas su obtencion y el estudio de los compuestos con potencial
como medicamentos tanto del medio agotado como del micelio (Smith, Rowan et al.
2002; Lindequist, Niedermeyer et al. 2005; Fazenda, Seviour et al. 2008).

En cuanto a la FEL en Shiitake, es utilizada para diferentes propdsitos; es asi como la
literatura reporta la utilizacion del hongo en biorremediacion de efluentes industriales con
colorantes y residuos de destilerias, en produccion de biodisel, (Nora y Imre 2001;
Gaitan-Hernandez, Esqueda et al. 2006; Vetchinkina, Pozdnyakova et al. 2008; Ahlawat y
Singh 2009; Lopes, Sabaini et al. 2009; Vinokurov, Barkov et al. 2010; Saeki, Takeda et
al. 2011) y de biometabolitos de interés tanto farmacéutico como alimenticio
(Giovannozzi, D'annibale et al. 1994; Nora 2001; Turlo, Gutkowska et al. 2008; Osman,
Hassan et al. 2009; Tepwong y Ohshima 2009; Feng, Li et al. 2010; Turlo, Gutkowska et
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al. 2010). Sin embargo su utilizacién es poca comparada con otros basidiomicetos como
Agaricus brasiliensis, Ganoderma y Pleurotus que son objeto de numerosos estudios en
lo que respecta a la FEL, muchos de ellos ya a escala industrial (Lee, Lee et al. 1999;
Tang y Zhong 2003; Prasad, Mohan et al. 2005; Benkortbi, Hanini et al. 2007,
Papaspyridi, Katapodis et al. 2007; Tang, Zhu et al. 2007; El-Enshasy, Daba et al. 2010;
Papaspyridi, Aligiannis et al. 2011; Zhou, Su et al. 2012). En cuanto a las condiciones
generales de la FEL en Shiitake diferentes autores indican que la fuente de carbono mas
utilizada es la glucosa y que las fuentes de nitrdgeno organico como el extracto de
levadura y la peptona, son mejores que las inorgénicas, ya que estas Ultimas pueden
inhibir el crecimiento o la produccién de metabolitos (Fazenda, Seviour et al. 2008;
Osman, Hassan et al. 2009; Feng, Li et al. 2010). De otra parte, y a pesar de que el pH
puede influir en el metabolismo del hongo, ya que a pHs &cidos o béasicos el hongo
puede tomar diferentes rutas metabdlicas y producir biomasa o biometabolitos
secundarios como polisacaridos, el Shiitake tiene la capacidad de crecer en un amplio
rango de pH (Stamets 1993; Furlan, Virmond et al. 1997; Fazenda, Seviour et al. 2008).
De igual manera la temperatura y la aireacion influyen en el crecimiento de los hongos,
siendo un rango de 25 — 35°C el mas adecuado ya que a temperaturas superiores a
35°C se puede inhibir el crecimiento (Osman, Hassan et al. 2009). De las pocas
investigaciones realizadas se puede concluir que el promedio de temperatura empleado
para FEL de L. edodes es de 26°C (Tsivileva, Pankratov et al. 2005; Turlo, Gutkowska et
al. 2010). Asi mismo al ser un organismo aerobio estricto y tener una alta susceptibilidad
al CO, (Stamets 1993) la aireacién debe ser constante, pardmetro que en FEL con la
técnica de frasco agitado, depende de la agitacion ya que ella provee el oxigeno al
interior del medio e impide que se produzcan zonas anaerobias durante la fermentacion.
En este orden de ideas una agitacion de 100 a 150 rpm ha dado buenos resultados.
Para la fermentacion de L. edodes en fermentadores la aireacion se lleva a cabo
mediante inyeccion de oxigeno con agitacion para la homogenizacion del medio con
valores desde 1,5 I/litro de medio *min hasta 50Il/litro de medio *min y agitaciones desde
100 rpm hasta 200 rpm (Kim, Hwang et al. 2002; Lobanok, Babitskaya et al. 2003; Feng,
Li et al. 2010; Turlo, Gutkowska et al. 2010).
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lll.  Alimentos Funcionales a partir de Shiitake

La Academia Nacional de Ciencia de los Estados Unidos, define los alimentos
funcionales como “cualquier alimento o ingrediente alimenticio modificado, que pueda
proporcionar un beneficio a la salud superior al de los nutrientes tradicionales que
contiene” (Thomas y Eart 1994). El concepto de alimento funcional fue desarrollado por
los japoneses durante la década de los 80's y los mismos introducidos en la dieta basica
debido a la necesidad de disminuir los costos de los servicios de salud de una poblacién
que cada dia aumentaba su edad y sus riesgos fisioldgicos. EIl Unico pais en el mundo
que tiene un ente regulador para los alimentos funcionales es Japon, el cual desde 1991
controla esta clase de alimentos por medio de la aplicacion del sistema FOSHU. Los
alimentos con la aprobacién de esta organizacién estan soportados por informes de
seguridad, evidencias cientificas sobre el efecto en los humanos y la composiciéon o
analisis nutricional correspondiente. El FOSHU describe once categorias de ingredientes
con actividad fisiologica (Cortés, Chiralt et al. 2005):

* Fibras alimentarias.

= Oligosacéridos.

= Alcoholes derivados de azUlcares.

= Acidos grasos poli insaturados.

» Péptidos y Proteinas.

* Glucosidos, Isoprenoides y Vitaminas.

= Alcoholes y Fenoles.

= Colinas (lecitina).

» Bacterias del 4cido lactico.

= Minerales.

=  Oftros.

En el desarrollo de alimentos funcionales, son los japoneses quienes se posicionan en
primer lugar, tanto asi que en Japon hay patentes registradas relacionadas con alimentos
y Shiitake desde 1986 (176 en total, INPIT). Los alimentos en su mayoria corresponden
al resultado de tecnologias de fermentacion en las que el micelio y el carpo6foro son
aprovechados para la produccion de alimentos mediante la adicibn de éstos a un
alimento, previa deshidratacion del material fungico. Cabe anotar aqui que son muy

pocos los desarrollos alcanzados con el medio de cultivo agotado, lo que presupone la
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pérdida de compuestos potencialmente utilizables. Los alimentos desarrollados abarcan
desde yogures hasta bebidas alcohdlicas, productos carnicos, de panaderia, asi como
salsas para sazonar alimentos; todos con el fin de adicionar un elemento funcional al
alimento. La tabla I-3 muestra algunas de las patentes reportadas en Japoén para la

utilizacion de Shiitake en alimentos funcionales (JPO. 2012).

Tabla I-3. Algunas de las patentes obtenidas a partir de Shiitake y relacionadas con

alimentos. Japan Patent Office (2012)

Producto de la patente Parte del hongo | Nimero de patente y
utilizada afo de publicacion
Alimento para la prevencién de la | Carp6foro y micelio 2010-077028
caries 2010
Pasta de pescado con hongos Carpéforos  crudos o | 2008-118978
deshidratados, extractos 2008
Agente terapéutico para | Carpo6foros deshidratados | 2006-273836
inclusién en alimentos o bebidas 2006
Bebida alcohdlica Carpo6foros secos 2006-204202
2006
Extracto para alimentos Micelio 2005-132812
2005
Produccién de yogurt Micelio (extracto) 08-051927
1994
Hamburguesas Pileos 01-317365
1989
Modificacion del salvado del | Micelio 62-143658
trigo para la elaboracion de pan 1987
Espaguetis Carpoforos secos 61-128851
1986
Torta de pescado Carpdforo 61-015667
1986
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Alrededor del mundo son pocos los estudios que se realizan de la inclusién de L. edodes,
siendo los paises orientales como China, Taiwan, Tailandia, Korea, los que mas avances
realizan. Japon ha desarrollado desde empanadas, pan, jamones, hasta jugos y bebidas
alchdlicas, entre otros (Son, Kim et al. 2003; Chun, Chambers et al. 2005; Guo, Wang et
al. 2008; Lin, Tseng et al. 2008; Guan, Xue et al. 2009; Yang 2009; Lin, Huang et al.
2010; Songdach, Riebroy et al. 2011). En lo que respecta a Estados Unidos, solamente
se han encontrado 5 patentes relacionadas con esta clase especial de alimentos,
empleados en su mayoria en la alimentacién de personas enfermas y no como alimentos
funcionales (tomado de google patents). En Europa, son muy pocos los alimentos
funcionales que incluyen shiitake, solamente se reporta el uso del hongo para
enriguecimiento de galletas dulces en Polonia (Regula y Gramza-Michalowska 2009). Lo
general es el empleo del micelio o carp6foros deshidratados y empacados en tabletas
como suplementos nutricionales. En Colombia, el desarrollo de este tipo de productos es
casi nulo, solamente se ha reportado un trabajo de grado de la Universidad de la Salle,
en el que utilizan el carp6foro seco, como sustituto de la harina en la produccién de

galletas dulces (Beltran y Puerto 2006).

IV. Terapias Contra el Cancer

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define el “cancer” como un término que
designa un amplio grupo de enfermedades que pueden afectar a cualquier parte del
organismo; también se habla de “tumores malignos” o “neoplasias malignas” y tienen
como caracteristica la multiplicacion rapida de células anormales que se extienden mas
alla de sus limites habituales y pueden invadir partes adyacentes del cuerpo o
propagarse a otros 6rganos, proceso conocido como metastasis (OMS. 2012). El Instituto
Nacional del Cancer de Estados Unidos (NCI por su sigla en inglés) lo define como un
conjunto de enfermedades en las que las células anormales de dividen sin control y
pueden invadir otros tejidos (NCI. 2012). Los tratamientos que se aplican a los pacientes
pueden variar dependiendo de las edades y tipos de cancer, pero la mayoria de éstos
estan enfocados a la eliminacion de las células cancerosas. Entre estos tratamientos se
encuentran la cirugia (en canceres operables), la radioterapia y la mas utilizada, la
guimioterapia siendo este tipo de terapias extremadamente invasivas por lo que la
calidad de vida del paciente se ve claramente afectada, disminuida y en algunos casos,

es el tipo de tratamiento el que produce el desceso de los pacientes. No obstante, es
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esta clase de tratamientos la que ha permitido que las expectativas de vida de pacientes
enfermos hayan aumentado los Ultimos aflos y se pueda decir que un diagnéstico de
cancer no es sinébnimo de muerte. Por otra parte, se conoce que cerca del 60% de los
pacientes con cancer solicitan en algiin momento de la evolucién de la enfermedad el
uso de terapias alternativas (Martinez 1999); convirtiendose en una tendencia a nivel
mundial reforzada por el aumento del interés de la poblacion por productos y terapias
naturales (medicina alternativa). Sin embargo, estas terapias —contrario a lo que se
podria pensar- no son solucién para el cancer, son mas bien terapias adjuvantes que
permiten una recuperacion mas rapida al paciente y disminuyen los efectos secundarios
de las terapias tradicionales. Entre estas nuevas terapias se encuentran la génica (que si
podria ser una terapia curativa definitiva) (Wysocki, Mackiewicz-Wysocka et al. 2002), la
terapia con anticuerpos (Paganelli y de Santis 2004), la homeopatia, la medicina verde, la
relajacion, la vitaminoterapia, la medicina tradicional china, entre otras (Martinez 1999).
Es en estas nuevas terapias alternativas donde entra la “micoterapia” donde,
aprovechando el conocimiento que se tiene sobre las propiedades anticancerigenas e
inmunoestimuladoras de los macromicetos, estos hongos son utilizados como
complemento para el tratamiento del cancer (Wasser y Weis 1999; Mattila, Suonpéa et al.
2000; Smith, Rowan et al. 2002; Smith, Rowan et al. 2002; Martinez-Carrera, Sobal et al.
2004; Lindequist, Niedermeyer et al. 2005; Chan, Chan et al. 2009; Donatini 2010).

El panorama mundial de incidencia de esta enfermedad es por demas preocupante.
Cerca de 12.700.000 de nuevos casos de cancer se diagnosticaron y 7.600.000 muertes
ocurrieron durante el 2008 (OMS. 2012). En Colombia, se dan aproximadamente mas de
22.000 muertes por afio a causa del cancer, muchas mas que las que produce el
conflicto que aqueja nuestro pais (INC 2008). De estas muertes, se producen casi 600
muertes anuales en nifios menores de 15 afios y aunque las expectativas de vida de los
pacientes aumentan debido al avance cientifico que se lleva a cabo para combatir la
enfermedad, también aumentan los costos para los pacientes y el sistema de salud no
los subsidia. Como se menciond anteriormente, las terapias alternativas son una buena
manera de aumentar la efectividad de los tratamientos contra esta enfermedad y un buen
recurso son los macromicetos. Dado que la produccion de hongos por cultivo tradicional y
la extraccion de los metabolitos bioactivos son en algunos casos muy dispendiosas, la
biotecnologia es fundamental para el desarrollo de técnicas rentables y productivas para

la obtencién de estos bioactivos. Desafortunadamente el pais tiene un bajo desarrollo de
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este tipo de metodologias y es necesario que la academia, desde su perspectiva de
proponente de nuevas tecnologias, profundice mas en esta area con la finalidad de
potenciar la produccion de éstos metabolitos secundarios y asi aprovecharlos para la
produccion de alimentos funcionales que puedan, en primera instancia, ayudar al
tratamiento de enfermedades catastréficas, como el cancer, lo que conllevaria a un
menor costo en los tratamientos y un equilibrio en el sistema de salud; redundando asi en
la economia del pais y en la salud de la poblacién colombiana, con un especial énfasis

en los nifios.
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V. OBJETIVOS

V. 1 Objetivo General

Estandarizar el proceso in vitro de la fermentacion liquida de Lentinula edodes (Shiitake)
para la obtencion de bioactivos y evaluar su aplicabilidad en la produccion de alimentos

funcionales.

V. 2 Objetivos Especificos

Establecer la cinética de crecimiento del hongo, asi como la de produccién de exo e intra
metabolitos secundarios bioactivos como compuestos triterpenoidales y polisacéridos en

el proceso de fermentacion liquida de Lentinula edodes.

Estimar las concentraciones totales de los bioactivos De interés a lo largo de la

fermentacion.

Determinar por métodos espectroscopicos la estructura de los bioactivos triterpenoidales

mayoritarios producidos en la fermentacion sumergida del hongo.

Desarrollar estudios preliminares que conlleven a determinar la estabilidad de los
bioactivos, asi como su incidencia en las caracteristicas organolépticas de una matriz

alimentaria (gelatina).



1.Capitulo 1. Cultivo Biotecnologico de
Macrohongos Comestibles: una Alternativa

en la Obtencidn de Nutraceuticos

1.1 Resumen

Los macromicetos han sido parte de la cultura humana desde hace miles de afios y han
sido reportados como alimento humano en las mas importantes civilizaciones de la
historia. Se han descrito muchisimas propiedades nutricéuticas de los macromicetos,
como lo son sus propiedades anticancerigenas y antitumorales, hipocolesterolémicas,
antivirales, antibacterianas, inmunomoduladoras, entre otras. Dado que la produccion de
hongos por cultivo tradicional y la extraccion de los metabolitos bioactivos en algunos
casos son muy dispendiosas, la biotecnologia es fundamental para el desarrollo de
técnicas rentables y productivas para la obtencién de estos metabolitos. Es el desarrollo
de esta tecnologia y la facilidad que proporciona en cuanto al manejo de sus variables, lo
que ha permitido realizar el cultivo en medio liquido del micelio de macrohongos con
significativa reduccién de tiempo y aumento en la produccion de sus metabolitos, lo que
ha impulsado aun mas su obtencion y el estudio de compuestos con potencial como
medicamentos, nutrice(ticos y cuasifarmaceuticos tanto del medio agotado como del
micelio. El objetivo de esta revision es el de ofrecer una vision general de la utilizacion de
la fermentacidn en estado liquido (FEL) como herramienta tecnolégica para la obtencion
de hongos comestibles, su estudio y el de sus bioactivos, mediante la descripcion de las
diferentes condiciones de cultivo que en los Ultimos afios se han empleado, asi como los
resultados obtenidos. Se discutirA lo correspondiente a los géneros Agaricus,
Flammulina, Grifola, Pleurotus y Lentinula, con énfasis en este (ltimo, dado que el

Shiitake ha sido considerado desde siempre como el hongo medicinal por excelencia.
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PALABRAS CLAVE: Fermentacibn sumergida, setas comestibles, nutraceuticos,

alimentos funcionales, compuestos bhioactivos.

1.2 Introduccién

Las setas han sido empleadas por el hombre desde hace milenios tanto para la
alimentacién, como para el tratamiento de diferentes enfermedades; siendo los paises
del lejano oriente como Japén, China y Corea los principales utilitarios de ésta practica
(Smith, Rowan et al. 2002). En las ultimas décadas y debido a la comprobacién de las
diversas actividades bioldgicas exhibidas por sus metabolitos secundarios, entre las que
se encuentran antioxidante, hipocolesterolémica, hipoglicémica, antibacterial, antiviral,
reguladora del sistema cardiovascular, la anticancerigena y la inmunomoduladora
(Mattila, Suonpaa et al. 2000), se ha intensificado a nivel mundial no sélo el cultivo y sino

el consumo de este tipo de hongos sino el estudio de sus bioactivos.

Todos los metabolitos secundarios que producen los macromicetos y que les dan
caracteristicas nutraceuticas especiales han sido en su mayoria aislados del carpéforo y
en la actualidad algunos de estos compuestos se extraen para ser empleados en la
producciéon de medicamentos comerciales (Smith, Rowan et al. 2002). Investigaciones
preliminares realizadas sobre basidiomicetos (Chang y Miles 2004) han puesto de
manifiesto que la proporcion de estos compuestos varia tanto con el estadio del hongo

como con el medio en que es cultivado.

Si bien es cierto que la obtencion de cuerpos fructiferos es sencilla debido a que se
pueden usar diferentes sustratos baratos y accesibles, el cultivo tradicional no permite
obtener los bioactivos en breves periodos de tiempo (dias) y con procesos de purificacién
sencillos (Stamets 1993; MushWorld 2004). Es aqui donde el desarrollo de la
biotecnologia, por la facilidad en el manejo de sus variables, ha permitido realizar el
cultivo en medio liquido del micelio de macrohongos con aumento en la produccion de
sus metabolitos, lo que ha impulsado considerablemente la obtenciéon y determinacion
estructural de compuestos con potencial como medicamentos. Cabe anotar aqui que
dichos compuestos se encuentran tanto en el micelio como en el medio agotado, lo que

proporciona un mayor valor al empleo de la fermentacion en estado liquido (FEL) o
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fermentacion sumergida como igualmente se le conoce para la produccion de

macromicetos.

El objetivo de esta revision es el de ofrecer una vision actualizada de la utilizaciéon de la
FEL como herramienta tecnoldgica en la obtencion de los hongos comestibles mas
conocidos, con especial énfasis en Lentinula edodes, y una descripcion de las
investigaciones realizadas sobre condiciones de cultivo para la obtencién de compuestos

bioactivos de interés farmacolégico y alimenticio.

1.3 Fermentacion en Estado Liquido (FEL)

Desde el punto de vista biotecnoldgico, la fermentaciéon se entiende como el proceso en
gue los microorganismos producen biomasa y metabolitos a partir de la utilizacién de
sustancias organicas, en ausencia o presencia de oxigeno. La descomposicion de los
sustratos es llevada a cabo por enzimas producidas para tal fin por los microorganismos
(Hernandez 2003). Desde el enfoque bioquimico, la fermentacién es definida como un
conjunto de reacciones catabdlicas que producen adenosin trifosfato (ATP), en las cuales
los compuestos organicos sirven tanto de donadores primarios como de aceptores finales
de electrones; produciendo el ATP por fosforilacién a nivel sustrato (Madigan, Martinko et
al. 1998). En palabras comunes, es un proceso intracelular, catabdlico de oxidacion
incompleta, siendo el producto final un compuesto organico (Hesseltine 1972). Las
fermentaciones pueden clasificarse como naturales o artificiales, cuando hay o no la
intervencion del hombre en ellas. Asi mismo, segun el tipo de producto que se desea
obtener, segln la presencia o ausencia de oxigeno, o segun el estado del sustrato
(Hesseltine 1972). Es este Ultimo aspecto el que permite clasificarlas en fermentaciones

en estado liquido y fermentaciones en estado solido.

La fermentacién en estado liquido o fermentacion sumergida (FEL) es aquella en la cual
hay por lo menos la misma concentracion de agua y de sustrato solido (nutrientes) en el
proceso, es decir que hay una solucién de los nutrientes (Couto y Sanroman 2006;
Fazenda, Seviour et al. 2008). Es el tipo de fermentacion mas utilizado en la industria
debido a que es sencillo, pueden controlarse muchas mas variables que en la
fermentacion en estado solido (FES) y el producto final es mucho mas facil de recuperar

(Crueger y Crueger 1993). En ella los microorganismos se desarrollan flotando en el
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medio de cultivo y en el caso de los hongos miceliales, éstos pueden formar pequefnas
esferas de micelio denominadas “pellets” cuando hay agitacién, de otra forma, crecen en
la superficie. En la FEL el desarrollo del microorganismo se presenta de una forma tipica,
dando origen a una fase de latencia, una de crecimiento (fase logaritmica), una fase
estacionaria y la ultima, la fase de muerte. La FEL a su vez puede dividirse en continua,
por lote y alimentada, segun la entrada y salida tanto del sustrato como del producto,

respectivamente (Crueger y Crueger 1993).

La principal diferencia con la FES radica en que el crecimiento de los hongos
filamentosos en esta Ultima se efectia en un sustrato sélido cercano a la ausencia de
agua, pero con la suficiente presencia de ésta para soportar el crecimiento y el
metabolismo (Fazenda, Seviour et al. 2008). Sin embargo, a pesar de las muchas
investigaciones que se han realizado desde que se conoce este tipo de fermentacién, se
siguen presentando algunos problemas como son la baja rata de transferencia de O,,
CO,, remocién de calor y la contaminacion bacteriana. Por otro lado; es un proceso lento
para el cual muy pocos organismos se prestan debido precisamente a su baja actividad
de agua, siendo ademas un proceso dificil de monitorear, controlar y escalar lo que lo
convierte en un proceso de dificil implementacién en la industria a pesar que la mayoria
de ella, en especial la farmacéutica, la utiliza. Es por esto que la FEL se ha convertido en
el método preferido de fermentacion para aplicaciones industriales dado que es menos
problematica debido a que se puede controlar la transferencia de oxigeno y la
homogeneidad del cultivo es muy superior, haciéndola mas repetitiva, reproducible y facil
de monitorear. En lo que respecta a las setas comestibles, s6lo hasta hace unos afios se

ha empezado a desarrollar esta tecnologia.

Las setas se han empleado en la alimentacion y la medicina desde hace varias centurias,
produciéndose en composta, tubulares, troncos, etc., que constituyen el cultivo tradicional
(una fermentacion en estado sélido). Sin embargo, el mayor inconveniente del empleo de
setas como productor de bioactivos, es la variabilidad de los mismos debida a la
composicion del medio en el que se cultiva (por ejemplo, no todos el aserrines son
iguales, asi provengan de la misma especie). En contraste con la FES, la FEL ofrece un
gran potencial gracias a que es una técnica mucho més rapida en donde las condiciones
de cultivo son facilmente reproducibles e independientes de las variaciones climaticas. Si

bien es cierto que los macromicetos crecen mucho mas lento que las bacterias y los
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micromicetos, se puede aplicar esta tecnologia mediante una optimizacién del proceso

dependiendo la cepa y los metabolitos de interés.

1.4 Metabolitos Fungicos con Potencial Terapéutico

Las setas comestibles son conocidas por su alto valor proteico, su considerable
concentracion de vitaminas, minerales, fibra dietaria, bajos niveles de sodio y grasas
insaturadas (MushWorld 2004). Esto los convierte en un excelente nutracéutico ya que
sus propiedades medicinales estan directamente relacionadas con los compuestos que
presentan acciones bioldgicas con potencial terapéutico. Dichos compuestos se pueden
aislar tanto del micelio, como del carpoforo y del medio de cultivo agotado. Dentro de
éstos se encuentran [B-glucanos, enzimas, policétidos, acidos grasos, polifenoles,
flavonoides y terpenoides, entre otros. A continuacion se describen los que se

encuentran en mayor proporcion en los macromicetos.

1.4.1 B-glucanos

Los B-glucanos son polisacaridos no celuldsicos constituidos por unidades de glucosa
unidas por enlaces glicosidicos y con ramificaciones B-1-3 6 B-1-6. Son aislados
principalmente de la pared celular de las células fungicas (aproximadamente la mitad de
la biomasa de la pared celular es constituida de 3-glucanos); aunque también pueden ser
excretados al medio. Poseen actividades inmunoestimuladoras, anticancerigenas,
antiinfecciosas, hipocolesterolémicas, hipoglicémicas, antiinflamatorias y analgésicas
(Chen y Seviour 2007; Smiderle, Olsen et al. 2008). El B-glucano méas conocido a nivel
mundial es el lentinan (figura 1-1), aislado de Lentinula edodes (Shiitake), polisacarido de
27,5 kDa que es utilizado en Japdon como una medicina anticancerigena (Smith, Rowan et
al. 2002; Chang y Miles 2004), debido a que estimula la secrecién de citocinas por células
T, lo que incrementa la generacién de linfocitos T citotdxicos y células NK en presencia
de interleucina 2 (Martinez-Carrera, Sobal et al. 2004; Zhang, Li et al. 2011).
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Figura 1-1. Estructura de la unidad basica del lentinan
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Aunque el lentinan es un agente anticancerigeno, es necesario realizarle modificaciones
guimicas para aumentar su actividad. Las investigaciones al respecto pusieron de
manifiesto que la sulfatacion puede aumentar su eficacia (Feng, Li et al. 2010; Feng, Li et
al. 2010). Aunado a lo anterior se encuentra un reporte preliminar sobre el efecto
protector de este glucano frente a infecciones de Mycobacterium tuberculosis, in vitro e in
vivo en ratones. El modelo in vivo demostré que la administracion de lentinan antes de la
infeccion puede movilizar las defensas potenciales del huésped y reducir la infeccién

micobacterial (Markova, Kussovski et al. 2003).

1.4.2 Policétidos

Los policétidos son estructuralmente una familia muy diversa de productos naturales con
actividades y propiedades farmacologicas diversas, entre las que se cuentan la
antibidtica, antifungica, citostatica, hipocolesterolémica, antiparasitaria, promocion del
crecimiento animal e insecticida. Dentro de los policétidos las estatinas, policétidos no
aromaticos, se constituyen en la actualidad como metabolitos muy importantes de los
macromicetos dado que son inhibidores de la 3-hidroxi-3-metil-glutaril coenzima A
reductasa (HMG-CoA), primera enzima involucrada en la biosintesis de colesterol. La
inhibicion es debida a la similaridad estructural del sustrato natural de la enzima y las
formas &cidas de las estatinas. Su uso es extendido en el tratamiento de pacientes con
hipercolesterolemia, enfermedades cardiovasculares, asi como también para aquellos
propensos a la arterioesclerosis (Nirogi, Mudigonda et al. 2007). Las estatinas de origen
fungico incluyen la lovastatina, la simvastatina, la pravastatina y la compactina (Gunde-
Cimerman, Friedrich et al. 1993) (figura 1-2).



Capitulo 1 21

Figura 1-2. Estructura de las estatinas de origen flingico
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Los macromicetos reportados como mayores productores de estos inhibidores
pertenecen a los géneros Pleurotus y Agaricus y la FEL ya se esta empleando por las
casas comerciales farmacéuticas para la produccion de este tipo de medicamentos
(Caglarirmak 2007; Papaspyridi, Katapodis et al. 2007), ya que a diferencia de las
sintetizadas quimicamente no producen efectos secundarios indeseados en los

pacientes.

1.4.3 Terpenoides

Corresponden a moléculas formadas por unidades de isopreno, unidas cabeza a cola. Se
clasifican como hemiterpenos, monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, sesterpenos,
triterpenos y tetraterpenos. Algunos de estos compuestos han mostrado actividades
antiandrogénicas, antivirales, antibacterianas, entre otras (Smith, Rowan et al. 2002; Liu,
Shimizu et al. 2007; Popova, Trusheva et al. 2009; Lee, Ahn et al. 2011). Dentro de los
diterpenos, el aislamiento de la pleuromutilina (figura 1-3) de Pleurotus mutilis y Clitopilus
passeckerianus (antes llamado PIl. passeckerianus), metabolito con marcada accién
antibiética contra infecciones micoplasmaticas en animales, que ha permitido el
desarrollado y la producciéon de este tipo de medicamento a nivel comercial (Benkortbi,
Hanini et al. 2007).

Figura 1-3. Estructura de la pleuromutilina

OCOCH,0H
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Los triterpenoides tetraciclicos tienen una gran relevancia en los macromicetos y dentro
de ellos los esteroles son los metabolitos mas abundantes. El ergosterol (figura 1-4) es
el principal componente triterpenoidal de los hongos. Los metabolitos secundarios de
esta clase presentan interesantes propiedades de tipo farmacoldgico; entre ellas la
anticancerigena y la antimicrobiana (Smania, Delle Monache et al. 2003; Nieto 2010);
algunos presentan también actividad hipocolesterolémica (Wasser y Weis 1999),
antibidtica (Jikai 2001), antiinflamatoria (Yasukawa, Kaminaga et al. 1998; Lindequist,
Niedermeyer et al. 2005), antifingica, antitumoral (Lebén, Valencia et al. 2003) e

insecticida (Vokac¢, Budésinsky et al. 1998), entre otras.

Figura 1-4. Estructura del ergosterol

HO

1.4.4 Acidos grasos

La presencia de acidos grasos insaturados como el acido oléico y el linoléico (figura 1-5)
constituye una caracteristica nutracéutica favorable, puesto que los acidos grasos no
saturados son esenciales en una dieta sana ya que brindan proteccién frente a
enfermedades cardiovasculares y arterioesclerosis producida por el colesterol (Miles y
Chang 1999).
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Figura 1-5. Estructuras de los acidos oléico (a) y linoléico (b).
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1.5 Cultivo de Macromicetos por FEL

Debido a la gran capacidad que tienen los macromicetos de crecer en diferentes
sustratos y condiciones medioambientales se ha explorado el empleo de la fermentacién
en estado liquido como una herramienta para obtener el mayor provecho de su cultivo.
Dentro de las variables a considerar en cultivos sumergidos de macromicetos se

encuentran la temperatura, el pH, la agitacién y los medios de cultivo entre otras.

Diversas investigaciones ponen de manifiesto la capacidad de los macromicetos de
crecer en un amplio rango de pH, sin embargo, recomiendan usar un pH de 5,0 o inferior
para evitar la contaminacion bacteriana. Asi mismo, cuando el pH es bajo (pH 4) se
incentiva la produccién de biomasa y consumo de glucosa, mientras que un pH mas
basico (pH 6) puede estimular la produccion de exopolisacaridos (Fazenda, Seviour et al.
2008).

La temperatura es clave para la fermentacién de cualquier tipo de microorganismo. Los
macromicetos también poseen la habilidad de crecer en un amplio rango de temperaturas
en la naturaleza (Stamets 1993), sin embargo para las fermentaciones liquidas se ha
empleado un rango entre 26°C y 36°C. Si bien se ha evidenciado que un aumento de la

temperatura puede influir en el aumento del metabolismo del hongo, dicha variacién
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disminuye la solubilidad del oxigeno disuelto en el medio, lo que conllevaria a que la
disponibilidad de éste sea menor en el interior del medio de cultivo y por consiguiente el
crecimiento y el metabolismo disminuya en, ya que los macromicetos son organismos
aerobios estrictos y son muy sensibles a las bajas concentraciones de oxigeno (Stamets
1993; Fazenda, Seviour et al. 2008).

La aireacién es otro factor importante y facil de controlar que influye directamente en la
oxigenacion y la homogenizacion del medio de cultivo durante la fermentacion. La
aireacion puede darse por agitacion de los caldos lo que permite que el oxigeno del
ambiente se disuelva en el medio de cultivo, o bien por inyeccion donde el oxigeno es
introducido al medio de cultivo a través de tubos conectados al fermentador, con o sin
agitacion. Algunos investigadores establecieron que una agitacibn muy fuerte puede
llevar al rompimiento del micelio por las fuerza de agitacion y por lo tanto la formacion de
pellets (en consecuencia, la produccién de biomasa) se ve reducida, asi como la

produccion de metabolitos como los exopolisacéaridos (Fazenda, Seviour et al. 2008).

Otro parametro determinante es la composicion del medio de cultivo empleado para la
fermentacion liquida, ya que de éste depende el crecimiento micelial y por ende la
biosintesis de metabolitos. En la produccion de macromicetos se han empleado medios
sintéticos, medios complejos y sustratos constituidos por desechos. Es claro tener en
cuenta que un medio puede ser bueno para una especie mientras que para otra no,
afectando asi mismo tanto la produccién como la liberacion de metabolitos. También es
importante definir la relacion carbono - nitrégeno ya que puede influenciar la eficiencia de

producciéon de biomasa y de metabolitos (Fazenda, Seviour et al. 2008).

1.5.1 Principales Setas Comestibles Cultivadas por FEL

Dentro de las mas conocidas se encuentran Agaricus bisporus, Lentinula edodes,
Pleurotus spp) y Flammulina velutipes. Practicamente todas estas setas han sido
introducidas a la cultura occidental desde paises como China y Japon, debido a la gran
inmigracion de habitantes de esas zonas al hemisferio occidental y su aceptacion se dio
gracias a sus agradables sabores y excelente textura, lo que permitio la inclusién de las
mismas en la dieta de casi todos los paises del mundo. Los estudios realizados sobre los

bioactivos producidos por los hongos comestibles, permiten ver su potencial empleo en la
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farmacoterapia o en la elaboracion de alimentos funcionales haciendo necesario realizar
su cultivo por técnicas biotecnolégicas, a fin de obtener mayor cantidad de compuestos

en menor tiempo y con procesos de purificacion mas sencillos.

Género Agaricus

La primera fermentacion en estado liquido de este género de macromicetos fue descrita
por Humfeld en 1948 empleando A. campestris. A pesar de que la especie mas conocida
de este género es el A. bisporus, comunmente llamado champifion de Paris y siendo el
macromiceto comestible mas cultivado a nivel mundial mediante técnica tradicional en
sustratos compostados que por lo general se componen de desechos agroindustriales; el
empleo de la fermentacion en estado sumergido se ha realizado en su mayoria para
procesos de biorremediacion (Ahlawat y Singh 2009; Akar y Divriklioglu 2010; Ertugay y
Bayhan 2010); encontrandose un solo reporte del empleo de la fermentacién para la
bioproduccion del micelio de esta especie con el propésito de obtener un analogo de la
carne (Kim, Choi et al. 2011).

El A. blazei, también llamado A. brasiliensis o seta del sol, es la especie mas utilizada en
FEL para la produccién de polisacaridos y otros compuestos con acciones bioldgicas
conocidas y posible uso farmacolégico (Lima, Habu et al. 2008; Li, Su et al. 2009). Es asi
como en 2008 se realiz6 la caracterizacion de exopolisacaridos producidos por la especie
en fermentacibn sumergida (Lima, Habu et al. 2008); estudios que fueron
complementados en 2009, con la determinacion del efecto de los polisacaridos
extracelulares en la hipolipidemia y la seleccién de un medio de cultivo de bajo costo, con
alta produccion de biomasa y polisacéaridos intracelulares (Li, Su et al. 2009; Liu y Wang
2009). En 2010 se utilizd6 A. brasiliensis para la produccion de exopolisacaridos y el
estudio de la influencia de los diferentes métodos de secado en la actividad antitumoral
presentada por estos metabolitos (Fernandes, Habu et al. 2011); cuya extraccion
también fue estandarizada en ese mismo afio (Wang, Lui et al. 2010). Asi mismo, se
estudi6 el efecto de la aireacién en la produccion de ergosterol y blazeispirol (Shu y Lin
2011). El A. novoi se utilizé para hacer un estudio comparativo entre basidiomicetos en lo
relacionado a la produccion de exopolisacaridos por fermentacion en estado sumergido

empleando diferentes fuentes de carbono y nitrégeno (Elisashvili, Kachlishvili et al. 2009).
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Género Flammulina

Enokitake es el nombre japonés con el que se conoce a este hongo, en Latinoamérica se
conoce como “efioki” y es una de las setas comestibles que presenta el carpéforo mas
pequefio pero con sabor muy agradable. La especie mas conocida de este género es
Flammulina velutipes. Los estudios desarrollados sobre ella son muy pocos a pesar de
gue es un hongo consumido a nivel mundial. El primer reporte hace referencia al estudio
de las condiciones de cultivo del micelio para la produccion de compuestos
antimicrobianos (Rodrigues de Melo, Paccola-Meirelles et al. 2009). Posteriormente se
realizé una evaluacion completa de las condiciones de cultivo en FEL, composicion y
actividad biol6gica del micelio (Kozhemyakina, Ananyeva et al. 2010; Kim, Kong et al.
2011). En el 2011, se evaluaron las peptidasas extracelulares durante la fermentacion
koji (fermentacion del trigo o de la soya por accion de micromicetos) y se desarroll6 la
identificacion diferencial de genes con actividad antitirosina (Kozhemyakina, Ananyeva et
al. 2010; Grimrath, Berends et al. 2011).

Género Grifola

La Grifola frondosa en Japdn es llamada “maitake”. Su consumo también es muy
difundido en los paises asiaticos, sin embargo en el hemisferio occidental apenas si se le
conoce. Este hongo exhibe actividades biolégicas muy interesantes como son la
inmunoestimuladora y la hipoglicemiante. En cuanto a los estudios efectuados sobre este
género que incluyen FEL se encuentra la extraccion de polisacaridos del micelio de Gr.
frondosa (Liu, Han et al. 2010), el estudio del efecto del trigo en el cultivo sumergido de
Gr. umbellate (Chen, Chen et al. 2010); la determinacion de la inhibicion en células de
cancer de ovario producida por el extracto en acetato de etilo de Gr. frondosa (Rouhana-
Toubi, Wasser et al. 2009); el efecto de la ingesta del micelio G. frondosa en la respuesta
glicémica en ratas diabéticas (Lo, Hsu et al. 2008); la elucidacién estructural de 1,3 3-D-
glucano en Gr. frondosa (Tada, Adachi et al. 2009); el aumento en la produccién de
polisacaridos Gr. umbellata mediante la optimizaciéon de las condiciones de cultivo en
frasco agitado (Huang y Liu 2008; Shih, Chou et al. 2008) y el estudio del crecimiento
micelial y la produccion de polisacaridos bioactivos en Gr. frondosa en cultivos por lote y
lote alimentado (Shih, Chou et al. 2008).
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Género Pleurotus

Es la segunda seta producida a nivel mundial. Es conocida en diferentes paises como
hongo ostra, girgolas u orellanas. Aunque posee diferentes acciones biolégicas, su
mayor interés radica en la produccion de polisacaridos inmunoestimuladores y estatinas
naturales que son hipocolesterolémicas y que aventajan a las sintetizadas quimicamente
por sus pocos efectos secundarios. El género Pleurotus, debido a su gran produccion de
lacasas de baja especificidad y otras enzimas y a su eficiencia en la degradacién de
compuestos xenobidticos ha sido estudiado ampliamente para la biorremediacién de
diferentes efluentes (Giovannozzi, D'annibale et al. 1994; Rodriguez, Fernandez et al.
2003; Anastasi, Prigione et al. 2010; Daba, Youssef et al. 2011; Goyal y Soni 2011). En lo
referente a la producciéon de compuestos bioactivos se han realizado diversos trabajos
donde se ha estudiado la produccion de exopolisacaridos y xylooligosacaridos en PI.
citrinopileatus, PI. tuber-regium (Wu, Mau et al. 2008; Zhang y Cheung 2011; Zhang y
Cheung 2011), otros autores en Pleurotus spp. BCCB068 y PI. tailandia (de Menezes,
Silva et al. 2009), respectivamente. Asi mismo, se ha reportado el efecto de la soya en la
produccion de pleuromutilina en Pl. mutilis (Hu, Zou et al. 2009) la formacion y desarrollo
de los pellets durante la fermentacion asi como el estudio de la temperatura en este
proceso y su influencia en la apoptosis de las células (Petre, Teodorescu et al. 2010;
Huang, Lin et al. 2011), la optimizacion de la produccién de glucanos en PI. ostreatus (El-
Enshasy, Daba et al. 2010; Papaspyridi, Katapodis et al. 2010), la determinacion de la
actividad antioxidante del micelio de especies de Pleurotus (Liu, Zhou et al. 2010), de las
actividades antitumorales e inmunoestimuladoras de los endopolimeros obtenidos del
cultivo sumergido de PI. eryngii (Jeong, Jeong et al. 2010) y de las propiedades
antiproliferativas y antiadhesivas de los polisacaridos extraidos del micelio y carp6foros
de Pl pulmonarius y su aplicacién en el tratamiento de caries (Lavi, Levinson et al.
2010). Algunos de los bioactivos obtenidos a partir de Pleurotus spp cultivados por FEL
ya se producen a escala industrial (Wasser y Weis 1999; Smith, Rowan et al. 2002), sin
embargo, también se hacen estudios para optimizar el proceso con nuevas tecnologias

de fermentadores (Gueguim, Oloke et al. 2010).
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1.5.2 Lentinula edodes

Lentinula edodes, conocido en Jap6n como Shiitake; es la especie mejor conocida del
género y la tercera seta de mayor consumo a nivel mundial. Es considerada la seta
comestible mas importante a nivel medicinal debido a sus comprobadas actividades
farmacoldgicas (Wasser 2002; Carbonero, Gracher et al. 2008; Hearst, Nelson et al.
2009; Bisen, Baghel et al. 2010; Chandra, Smith et al. 2011). Son pocos los estudios que
se han realizado sobre la FEL de L. edodes, destacandose las investigaciones en donde
se evaltan las diferentes variables para el cultivo sumergido de dos cepas diferentes del
hongo, en donde se encontrd que si bien su crecimiento se produce en un amplio rango
de pH (desde 3 a 8), fue el pH de 7 el que proporcioné los mejores resultados (Furlan,
Virmond et al. 1997). Sin embargo, el empleo de pH 5,5 en posteriores estudios evitd la
contaminacién bacteriana (Osman, Hassan et al. 2009). En cuanto a los medios de
cultivo, se han desarrollado experimentos tanto con medios sintéticos comerciales, con
propia féormula, como con medios que incluyen materia prima o desechos industriales
siendo el concepto general el de emplear una fuente de carbono sencilla y una fuente de
nitrdgeno organica ya que las sales de nitrégeno inorganicas pueden producir cambios
drasticos de pH que pueden inducir la apoptosis (Fazenda, Seviour et al. 2008; Osman,
Hassan et al. 2009). Como fuentes de carbono se han usado desde caldos simples de
glucosa y otros azlcares reductores, como medios mas complejos (licores de maiz,
melazas, almidones, caldo papa dextrosa, desechos agricolas, liquido de estilados)
(Giovannozzi, D'annibale et al. 1994; Rendon y De Villeros 2004; Turlo, Gutkowska et al.
2008; Osman, Hassan et al. 2009; Feng, Li et al. 2010; Turlo, Gutkowska et al. 2010). En
cuanto a las fuentes de nitrégeno, las mas empleadas en FEL han sido peptona y
extracto de levadura (Rendon y De Villeros 2004; Turlo, Gutkowska et al. 2008; Osman,
Hassan et al. 2009; Feng, Li et al. 2010). Por otro lado, se ha discutido mucho en cuanto
a la temperatura apropiada para la FEL de L. edodes. Los estudios realizados a
diferentes temperaturas, han arrojado como resultado que una temperatura superior a
35°C inhibe el crecimiento del hongo (Osman, Hassan et al. 2009). La mayoria de los
estudios se han efectuado a una temperatura promedio de 26°C (Osman, Hassan et al.
2009; Tepwong y Ohshima 2009; Tsivileva, Pankratov et al. 2010). Otro punto
controversial es el de la agitaciéon. Si bien algunas evaluaciones sobre este parametro
indican como ideal una agitacion entre 100 y 150 rpm, con la cual se obtiene
practicamente la misma produccion de biomasa y polisacéaridos (Feng, Li et al. 2010),

estos resultados contrastan con lo encontrado por otros autores quienes realizaron
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estudios con cultivos estaticos y con agitacion, encontrando una gran produccion de
biomasa en los estaticos e inhibicion del crecimiento a una velocidad de agitacion de 150
rom (Osman, Hassan et al. 2009). Lo anterior pone de manifiesto la conveniencia de

realizar mas estudios sobre este factor en L. edodes.

Las fermentaciones liquidas de L. edodes se han utilizado para fines diversos como son
el estudio de la morfologia del hongo en la fermentacién, la formacion de pellets, la
produccion de exoproteinas, la determinacién de las bioacciones del producto
bitecnoldgico, entre las que se destaca la actividad antioxidante (Tsivileva, Nikitina et al.
2008; Osman, Hassan et al. 2009; Petre, Teodorescu et al. 2010; Tsivileva, Pankratov et
al. 2010; Turlo, Gutkowska et al. 2010); la antimicrobiana contra fitopatégenos, la
optimizacion de vitamina By, (Nora 2001; Pimentel 2008; Tsivileva, Nikitina et al. 2008;
Turlo, Gutkowska et al. 2008), el desarrollo de técnicas para la alta produccion de
bioactivos como polisacariddos, peroxidasas, lectinas y lacasas (Feng, Li et al. 2010;
Saeki, Takeda et al. 2011). Por otro lado, con miras a mejorar el proceso se ha
explorado la utilizacién de compuestos que puedan aumentar la productividad como es el
caso del selenio (Turlo, Gutkowska et al. 2008), asi como la formulacion de medios de

cultivo apropiados para la produccion de ergotioenina (Tepwong y Ohshima 2009).

De los diferentes estudios que sobre la produccion de macromicetos empleando FEL se
encuentran en la literatura, se puede concluir que las condiciones 6ptimas de cultivo son

especificas, que dependen del hongo, la cepa y el metabolito de interés (tabla 1-1).
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Tabla 1-1. Condiciones empleadas en la FEL de macromicetos comestibles

Género de
Seta

Fuentes de carbono y

nitrégeno empleadas

Temperaturas de

Incubacion?®

pH del
medio de

cultivo?

Agitacion
(revoluciones

por minuto)?®

Agaricus

¢ Caldo papa dextrosa

e Jugo de cafia

eLicor de maiz

e Malta

e Azlicares reductores,
el mas usado es la
glucosa.

¢ Proteina de soya

e Extracto de levadura

e Peptona

25°C - 45°C, con
un promedio de
27°C.

2-7,con
un
promedio
de 6

120 - 200.

Flammulina

eCaldo

malta

extracto de

e Extracto de levadura

e Asparginina

e Azlcares reductores
como la glucosa

¢ Gluten de trigo

e Peptona

24°C - 28°C.

No se

reporta

Estaticos, 150 y
750.

Grifola

e Jugos de cafia

e Melazas

¢ Aceites vegetales

eLicor de maiz

e Suero de leche

eAzlicares reductores
como la glucosa (la
de mayor
produccién)y maltosa

e Peptona

e Extracto de levadura

Se usa 25°C

pH bajos, el
mas usado
4,5,

100-160
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Pleurotus ¢ Caldo papa dextrosa

e Aminoacidos

eLicor de maiz

e Extracto de malta 25°C - 30°C 4-6 Estéticos, 100 -

e Azlicares reductores, 160
las mas utilizadas,
glucosa y xilosa.

e Hidrolizado de
caseina

e Torta de soya

e Extracto de levadura

e Peptona

Lentinula e Caldo papa dextrosa
e Melazas

¢ Almidon

eLicor de maiz

e Lixiviados

) . 25°C - 40°C, con 3-10, con | Estéticos, 100 —
e Desechos industriales

_ . un promedio de un 150.
(sin especificar) .
26°C. promedio
e Sacarosa
de 6

eAzlcares reductores,
el mas importante, la
glucosa

e Extracto de soya

e Extracto de levadura

¢ Polvo de levadura

e Peptona

1.6 Conclusiones

Los macromicetos y entre ellos, las setas comestibles, ofrecen un sinnimero de
metabolitos con actividades bioldgicas reconocidas. El empleo de la biotecnologia y en
especial la fermentacion liquida por la mayor facilidad en el manejo de las variables del

proceso, permitiria aprovechar al méaximo la produccion de bioactivos mediante la
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obtencion de altos rendimientos de los mismos lo que conllevaria una reduccién de
costos y al final, una disminucién del precio al consumidor. Los estudios realizados hasta
el presente con las principales setas comestibles ponen de manifiesto que las
condiciones de crecimiento y produccion de los metabolitos biolégicamente activos
difieren entre géneros y especies, asi como también del bioactivo que se desea obtener.
De igual manera, la implementacion de esta tecnologia para la produccién a escala
industrial se encuentra apenas en desarrollo siendo muy pocos los bioactivos producidos
a escala industrial. Lo anterior evidencia el hecho de que se deben realizar mas estudios
de este tipo con la finalidad de lograr un desarrollo concienzudo de esta tecnologia, lo
que traerd como consecuencia natural el mejor aprovechamiento de los beneficios que

los macrohongos aportan al ser humano.
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2. Capitulo 2. Produccion de Triterpenoides y
Acidos Grasos para el Hongo Comestible
Lentinula edodes (Berk.) Singer, durante

una Fermentacion Sumergida

2.1 Resumen

La fermentacién en estado liquido es mundialmente utilizada a escala industrial debido a
gue el control de sus variables y la recuperacion de biometabolitos de interés son labores
faciles de hacer. El shiitake es un hongo medicinal por excelencia, ya que posee diversos
metabolitos que presentan acciones farmacologicas entre ellos, los compuestos
triterpenoidales; sin embargo, los estudios de la utilizacibn de este hongo en la
fermentacion liquida son reducidos. Se determind la cinética de crecimiento del hongo en
un medio minimo, asi como la de la produccion de compuestos triterpenoidales y acidos
grasos. Se identificaron dos nuevos compuestos triterpenoidales para la especie y se
encontré que, la fuente de carbono asi como la temperatura son determinantes para la

produccion de metabolitos secundarios en el hongo.

PALABRAS CLAVE: Shiitake, fermentacion sumergida, metabolitos secundarios, acidos

grasos.

2.2 Introduccidn

El hongo comestible Lentinula edodes, llamado popularmente shiitake, hongo fragante u
hongo del roble es reconocido mundialmente por sus propiedades medicinales entre las
que se encuentran entre otras la antioxidante, hipocolesterolémica, hipoglicémica,

antibacterial, inmunomoduladora, anticancerigena, reguladora del sistema cardiovascular
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y antiviral (se ha confirmado que inhibe la replicacién del virus de la inmunodeficiencia
adquirida —VIH) (Mattila, Suonpda et al. 2000), siendo las tres Ultimas las de mayor
relevancia. Dichas propiedades se han atribuido a los polisacaridos y compuestos
triterpenoidales (Smith, Rowan et al. 2002), metabolitos secundarios propios del hongo,
los cuales han sido aislados del carpoéforo, siendo esta la razén de su empleo durante
siglos en los paises orientales en el tratamiento de un sinnimero de dolencias. Hoy en
dia muchos de estos compuestos estdn siendo empleados en la produccion de
medicamentos comerciales (Smith, Rowan et al. 2002); sin embargo, investigaciones
preliminares sobre basidiomicetos y especificamente sobre shiitake han puesto de
manifiesto que la proporcién de estos compuestos varian tanto con el estadio del hongo

como con el medio en que es cultivado (Caglarirmak 2007; Cucaita 2007).

Los terpenoides son un grupo de compuestos aislados de los macromicetos que exhiben
actividades biolégicas importantes. Corresponden a moléculas formadas por unidades de
isopreno, unidas cabeza a cola y el numero de estas permite clasificarlos como
hemiterpenos (5), monoterpenos (10), sesquiterpenos (15), diterpenos (20),
sesterpenos(25), triterpenos (30) y tetraterpenos (40). Dentro de las bioacciones de estos
compuestos se reportan actividades antiandrogénicas, antivirales y antibacterianas, entre
otras (Smith, Rowan et al. 2002; Liu, Shimizu et al. 2007; Ko, Hung et al. 2008; Popova,
Trusheva et al. 2009; Lee, Ahn et al. 2011). De estos compuestos son los triterpenoides,
y especificamente los tetraciclicos, y dentro de ellos los esteroles, los que revisten mayor
relevancia ya que se constituyen en los metabolitos mas abundantes en macromicetos.
El ergosterol es el principal componente triterpenoidal de los hongos, esta presente en la
membrana flngica y es utilizado como marcador biol6gico y cuantificador de la biomasa
fangica (Mille-Lindblom, von Wachenfeldt et al. 2004).

Dado que estos compuestos también estan presentes en el micelio, el cual puede ser
obtenido tanto por fermentacion en estado solido (FES) como por fermentacion
sumergida (SmF) (Sakai y Kajiwara 2004; Cucaita 2007), con miras al mejor
aprovechamiento de las propiedades del Shiitake y dada la poca literatura cientifica
sobre el empleo de la fermentacion para la obtencién del micelio se hace necesario un

estudio mas a fondo de su produccién biotecnolégica.
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La fermentacion en estado liquido (FEL) o fermentacién sumergida (FS) es producida
cuando hay por lo menos la misma concentracibn de agua y de sustrato soélido
(nutrientes) en el proceso, es decir que se presenta una solucién (Couto y Sanroman
2006). Estos nutrientes deben ser preferiblemente liquidos, solubles en agua o en su
defecto que se encuentren en suspension. Es el tipo de fermentacion mas utilizado en la
industria debido a que es sencillo, pueden controlarse muchas mas variables que en la
fermentacion en estado sélido (FES) y el producto final es mucho mas facil de recuperar.
Los microorganismos se desarrollan flotando en el volumen del medio de cultivo, en el
caso de los hongos miceliales (mohos), formando pequefias esferas de micelio (pellets)
cuando hay agitacion, de otra forma, crecen en la superficie. El desarrollo del
microorganismo se presenta de una forma tipica, dando origen a una fase de latencia,
una de crecimiento (fase logaritmica), una fase estacionaria y la Ultima, la fase de
muerte. Son recientes y pocas las investigaciones de la produccién de L. edodes en FEL,
por lo que se tienen escasos datos sobre el crecimiento y produccion de metabolitos
secundarios triterpenoidales en esta especie. En el presente trabajo se buscé determinar
la cinética de crecimiento de L. edodes en un medio de cultivo minimo y la produccion de

compuestos triterpenoidales en el tiempo.

2.3 Materiales y Métodos

2.3.1 Cepa

La cepa utilizada es la Shl del cepario del Laboratorio de Control de Calidad
Microbiolégico del Instituto de Ciencia y Tecnologia de Alimentos (ICTA), de la
Universidad Nacional de Colombia, sede Bogot4, la cual se mantuvo en medio PDA
(papa dextrosa agar, OXOID®) incubandose a 22 +/- 2°C por 5-8 dias. Los indculos
empleados fueron un repique 1 (R1) de un cultivo madre. La composicion del medio
(caldo GPEL) empleado en la fermentacion liquida fue (g/L): glucosa (20), extracto de
levadura (2,5); peptona (2,5); con un pH de 4,5 ajustado con HCL 0,1 Ny NaOH 0,1N.
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2.3.2 Fermentacion liquida de Lentinula edodes

Preparacion del pre inoculo

Se tomaron 200 ml del caldo GPEL en matraces de 500 mL y se inocularon con discos
de 4 mm de diametro de las cajas de PDA previamente invadidas por el micelio y se
llevaron a incubacién a agitacion orbital (100 rpm) a una temperatura de 28°C por 12-13

dias.

Producciéon de biomasa

De los cultivos puros que no evidenciaron la presencia de otro tipo de microorganismos
como bacterias y levaduras, se tom6 un nimero determinado de pellet (se tomé el peso
de ellos) formados en el caldo de indculo y se llevaron 200 ml de caldo fresco GPEL. Las
condiciones de incubacion fueron las mismas que para el indculo, con un tiempo de

fermentacion de 15 dias.

2.3.3 Toma de muestras

Las muestras se tomaron cada 3 dias, hasta el tiempo de finalizacion de la fermentacion.
Se realizaron tres réplicas por cada muestra. Las muestras fueron filtradas al vacio para
separar el medio agotado del micelio, el cual posteriormente se pesé. Se midio el pH al
medio agotado y se congeld a -18°C para su posterior liofilizacion. Los analisis para el
micelio se hicieron en fresco. Las muestras se almacenaron en refrigeracion en bolsas

estériles hasta su posterior analisis quimico.

2.3.4 Determinacidén de compuestos triterpenoidales en el micelio
y el medio agotado
La cuantificacion y determinacién estructural de los compuestos triterpenoidales
mayoritarios en el micelio y en el medio agotado, se efectuaron por cromatografia de
gases acoplada a espectroscopia de masas (CG-EM). La metodologia seguida fue
modificada de la descrita por Cucaita (2007) para la determinacién de compuestos
triterpenoidales a partir del micelio de Lentinula edodes. El micelio se sometid a
extraccion con metanol y posterior particion con cloroformo. El medio agotado se extrajo
con cloroformo. Los extractos cloroférmicos se concentraron en rotaevaporador y se

caracterizaron por CG-MS. Para la cuantificacion, se empleé el método de estandar
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interno con estigmasterol al 95% (Sigma®). Los andlisis por CG-EM se realizaron en un
cromatdgrafo marca Hewlett Packard 6890 con las siguientes caracteristicas: columna
capilar HP% 30m, 0,33mm de diametro interno y 25um de espesor; gas de arrastre helio
4.5 a 1mL/min; modo Split 1:10: temperatura desde 70°C hasta 300°C a 7,4°C/min. Este
cromatégrafo esta acoplado a un espectrometro de masas 5973 con una fuente de

jonizacion de 70eV.

2.4 Resultados y Discusion

2.4.1 Cinética de crecimiento para Lentinula edodes en FEL

El rendimiento de biomasa obtenido fue aproximadamente de 10,1g/L (90,6%), valor
concordante con lo reportado en la literatura (Rendon y De Villeros 2004; Pimentel 2008;
Feng, Li et al. 2010). La representaciéon grafica de la cinética de crecimiento (figura 2-1)
permite ver que el comportamiento del hongo corresponde al descrito cominmente, un
crecimiento exponencial y que la fase estacionaria es incipiente. El empleo de preindculo
evitd la fase lag (de acoplamiento); resultado semejante al presentado por Rendén
(2004), lo que permite confirmar que el desarrollo de preindculo mejora la produccion de
biomasa incidiendo en la disminucién de costos de produccién, ya que los tiempos de
incubacién disminuirian apreciablemente. En la mayoria de las investigaciones con
macrohongos se obvia este paso (Fazenda, Seviour et al. 2008), restandole importancia
a la fase de adaptacioén la cual reviste importancia cuando el hongo proviene de una fase
soélida, como es el agar (Sakai y Kajiwara 2004; Osman, Hassan et al. 2009), como bien
lo determinan investigaciones sobre basidiomicetos en las que se establecen las
ventajas que trae la produccién de preinéculo como fase previa cuando se trabaja con
fermentadores de grandes volimenes (Kim, Hwang et al. 2002; Yang, Kim et al. 2002;
Hwang, Kim et al. 2003; Lavi, Levinson et al. 2010; Turto, Gutkowska et al. 2010;
Smiderle, Olsen et al. 2012).
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Figura 2-1. Cinética de crecimiento de la masa micelial y cambio del pH durante la

fermentacion del Shiitake en FEL
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En relacién con el tiempo empleado en FEL para la produccion de biomasa y bioactivos
éste fue de 10 a 15 dias, que coincide con el reportado (Rendon y De Villeros 2004;
Pimentel 2008; Feng, Li et al. 2010). En cuanto al crecimiento micelial, el maximo de la
fase exponencial se logr6 a los 9 dias de fermentacion. Asi mismo, la velocidad
especifica de crecimiento (u) fue de 0,9317 gdia®, lo que indica que cada dia de
fermentacion en fase exponencial se generd casi un gramo de biomasa. La velocidad
disminuye a partir del dia 12, permitiendo inferir que éste es el momento en el cual los
nutrientes o el pH presente en el caldo de cultivo podrian influir negativamente en el

desarrollo del hongo, siendo esto lo esperado cuando se presenta la fase estacionaria.

El empleo de un medio de cultivo simple se realiz6 buscando un balance entre
concentracion de glucosa, peptona y extracto de levadura, tomando como base las
investigaciones de diferentes investigadores quienes determinaron la influencia de la
concentracion de glucosa en la produccion de biomasa, exopolisacaridos e
intrapolisacaridos, asi como el efecto elicitor en la produccion de biomasa del extracto de
levadura (Fang y Zhong 2002; Fazenda, Seviour et al. 2008) (Rendon y De Villeros 2004;
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Fazenda, Seviour et al. 2008; Smiderle, Olsen et al. 2012). Los resultados obtenidos
permiten concluir que la seleccion del medio de cultivo parece ser la adecuada. Sin
embargo, se requieren trabajos posteriores con modificaciones de la composicion del

medio para determinar a ciencia cierta esta apreciacion.

En la figura 2-1 se puede ver que se presenta un descenso en el pH del medio de cultivo
a lo largo del tiempo de fermentacién, lo que puede deberse a la produccién de diferentes
acidos organicos por parte del hongo y su excreciéon al medio. A este particular, algunos
autores han identificado al acido oxalico como el responsable de la reduccion del pH en
la FEL de Laetiporus sulphereus var. miniatus (Seo, Kim et al. 2010). Fang y Zhong
(2002) atribuyen este comportamiento, en el caso particular de Ganoderma lucidum, a la
produccién de los acidos ganodéricos (Fang y Zhong 2002); sin embargo, dichos
metabolitos son acidos muy débiles y por lo tanto no podrian ser responsables de un
cambio de pH tan significativo. Por otro lado, si se parte del hecho de que Chegwin
(2011) reporto la presencia de &cidos de cadenas cortas y medianas como los acidos 2-
metilbutandico, 3-metilbutandico, pentanoico, hexanoico, octandico y el nonandico en la
FEL de especies de Pleurotus (Chegwin 2011)y que el resultado del analisis del medio de
cultivo agotado en la presente investigacion evidencia la presencia de acidos como el
hexandico, heptandico, octandico y dodecandico; los cuales presentan un grado de
acidez mayor, se podria hipotetizar que son estos compuestos los que contribuyen en

mayor grado a la disminucion del pH.

En lo referente a la relacion entre el pH y la produccién de biomasa, los resultados
obtenidos concuerdan con lo reportado por varios autores entre ellos Fang y Zhong
(2002) quienes obtuvieron una buena produccion de biomasa y de biometabolitos en el
tiempo sin controlar el pH (Tsivileva, Pankratov et al. 2005; Seo, Kim et al. 2010;
Smiderle, Olsen et al. 2012). Del comportamiento del micelio durante la fermentacion se
puede deducir que el pH no fue en ningln momento extremo ya que no afectd la
fisiologia del micelio, el cual se mantuvo en forma de pellet y no filamentoso, cambio que

se produce a pH muy acidos.
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2.4.2 Acidos grasos, esteres de acidos grasos y compuestos
triterpenoides

El cromatograma de gases de la fraccion cloroférmica del micelio del hongo a diferentes

tiempos de fermentacion (figuras 2-1 y 2-2) evidencia la presencia de compuestos en las

dos zonas de interés: la correspondiente a los tiempos de retencion de los acidos grasos

y sus ésteres (20 — 30min.) y la respectiva a los compuestos de caracter triterpenoidal

(30-40min.).

Figura 2-2. Cromatograma de gases de la fraccion cloroférmica del micelio de L. edodes

cultivado por FEL a los 3 dias de fermentacién
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Figura 2-3. Cromatograma de gases de la fraccion cloroférmica del micelio de L. edodes

cultivado por FEL a los 15 dias de fermentacién
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Los acidos grasos y sus esteres se identificaron con base en el andlisis de las
fragmentaciones en sus espectros de masas y la comparacion con literatura. De estos
compuestos los mayoritarios corresponden a los &cidos oléico, linoléico y palmitico,
reportados anteriormente tanto para los cuerpos fructiferos de este género en particular
como para el reino Fungi en general (Karlinski, Ravnskov et al. 2007; Kavishree,
Hemavathy et al. 2008), asi como para el micelio obtenido por FEL y FES (Sakai y
Kajiwara 2004; Nieto y Cucaita 2007). Cabe anotar aqui que los acidos grasos del medio
agotado y del micelio varian tanto en cantidad como en diversidad estructural a lo largo
del tiempo. A partir del dia 6 se detecta en el medio de cultivo el acido palmitico, el cual
hasta el dia 11 es el Unico excretado por el hongo. A partir del dia 12 aparecen, junto
con el palmitico, los acidos linoléico, oléico y estearico. Al llegar al dia 15 ninguno de los
acidos fue detectado. Este resultado puede deberse a que en la primera etapa de la
fermentacion el hongo biosintetiza y excreta los acidos grasos los cuales, al presentarse
el agotamiento de las fuentes de carbono, estos pueden ser tomados por el micelio para
continuar su desarrollo, puesto que se conoce que los hongos pueden usar lipidos y

acidos grasos como fuente de carbono para la producciéon de micelio (Hattori, Ohta et al.
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2003). La figura 2-4 muestra la composicién y la variacién en el contenido de acidos

grasos y de ésteres de acidos grasos durante la fermentacion.

Tabla 2-1. Acidos grasos y ésteres de acidos grasos

Lentinula edodes cultivado por FEL

producidos por el micelio de

Compuesto Tiempo de | Formula Referencia
retencion condensada

Acido dodecandico (Acido | 17,836 C1,H240, (Reis, Barros et al. 2012)

laurico)

Hexadecanoato de metilo 18,573 C17H3405 (Jaramillo 2009)

Acido hexadecandico (Acido | 19,200 C16H3,05 (Benavides 2004; Caglarirmak

palmitico) 2007; Nieto y Chegwin 2008;
Jaramillo 2009; Reis, Barros et
al. 2012)

Hexadecanoato de etilo 19,457 C1gH3605 (Nieto y Chegwin 2008)

8,11-Octadecanoato de metilo | 20,662 C9H3405 (Cucaita 2007)

9,12-Octadecanoato de metilo | 20,668 C19H2405 (Cucaita 2007; Jaramillo 2009),

Acido octadecendico (Acido | 20,754 C15H340, (Sakai 'y Kajiwara 2004;

oléico) Caglarirmak 2007; Nieto vy
Chegwin 2008; Reis, Barros et
al. 2012)

Acido heptadecandico 21,079 C19H350, (Reis, Barros et al. 2012)

Acido 9,12-octadecandico | 21,208 C1gH3,05 (Benavides 2004; Kitzberger,

(Acido linoléico) Lomonaco et al. 2009; Reis,
Barros et al. 2012)

9,17-Octadecadionato de | 21,264 C1gH3,0 (Nieto y Chegwin 2008)

metilo

Acido Octadecanoico (Acido | 21,571 C1gH3605 (Nieto 'y Chegwin  2008;

estearico) Jaramillo  2009; Kitzberger,
Lomonaco et al. 2009; Reis,
Barros et al. 2012)

Linoleato de etilo 24,826 C1gH30- (Jaramillo 2009; Abd Malek,

Kanagasabapathy et al. 2011)
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Figura 2-4.Variacion en la composicién de la fraccion grasa no esteroidal del Shiitake
durante la FEL
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En cuanto al contenido graso del micelio se identificaron tanto 4cidos grasos como sus
ésteres (tabla 2-1). Es evidente que existe una relacién directa tiempo- produccion de
acidos grasos y ésteres. Se identificaron dos acidos grasos saturados (el palmitico y el
esteédrico) siendo el palmitico el mayoritario en todos los tiempos de fermentacion.
Igualmente se identificé un &cido graso monoinsaturado (acido oléico) y un poliinsaturado
(acido linoléico), concordando con lo reportado por Reis (2012), quien realizé el perfil
lipidico de diferentes setas comestibles comerciales incluido el Shiitake. Sin embargo, la
proporcion de acidos grasos reportados en la literatura (Kitzberger, Lomonaco et al.
2009, Reis, Barros et al. 2012) es diferente a la obtenida en el presente trabajo siendo los

acidos saturados los que estan en mayor proporcion.

Dado que para Pleurotus pulmonarius, se encontré que la fuente de carbono influia
directamente en el tipo de acido graso producido por el hongo obtenido por FEL y siendo
la glucosa la que propicia la produccion de &cidos monoinsaturados (Smiderle, Olsen et

al. 2012), se podria hipotetizar que igualmente es este carbohidrato el que influencia la
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produccién de este tipo de 4cidos grasos en el Shiitake. Asi mismo, la mayor produccion
de &cidos monoinsaturados puede deberse a la temperatura en que se efectud la
fermentacion ya que Sakai y Kajiwara (2004) en su estudio sobre L. edodes concluyen
que la temperatura influye determinantemente en la proporcion y tipo de &cidos,
encontrando que a temperaturas altas (25°C o mayores) se producen mayor proporcion
de &cidos grasos saturados mientras que a temperaturas bajas (18°C) predominan los
insaturados. Con base en que la investigacion se realiz6 a una temperatura de
incubacién de 28°C, la relacion obtenida de acidos grasos saturados e insaturados
confirma esta hipotesis. (Sakai y Kajiwara 2004). Los acidos grasos identificados ya se
habian aislado de algunos basidiomicetos (tabla 2-1), pero en lo concerniente a L.
edodes obtenida por fermentacion ya sea en estado liquido, sélido o cultivo tradicional,
es la primera vez que se reportan. El resultado anterior indica que un medio de cultivo
minimo como el usado puede producir una gran variedad de &cidos grasos y de sus
ésteres, lo que hace necesario la realizacion de estudios posteriores mas detallados, que
permitan relacionar fuentes de carbono y produccion &cidos grasos con el objetivo de
confirmar esta hipotesis y por ende mejorar la produccion de estos compuestos de

importancia medicinal en el Shiitake.

En lo referente a los compuestos triterpenoidales los cuales, al igual que los acidos
grasos y sus ésteres, se identificaron con base a los reportes bibliograficos y el andlisis
de sus espectros de masas, se encontraron tanto triterpenos como esteroles (tabla 2-2 y
figura 2-5). La presencia de los mismos se detecta en el micelio a partir del noveno dia
de fermentacién, cuando éste esta maduro y la velocidad de crecimiento disminuye
(figuras 2-1, 2-2 y 2-3), ya que la mayoria de los metabolitos secundarios se producen en
mayor proporcién cuando el hongo empieza a sentir stress por alimento (Waites, Morgan
et al. 2001). La mayoria de ellos ya estan reportados para basidiomicetos (tabla 2-2), con
excepcién de la 4,4-dimetil-colesta-7-en-3-ona y la estigma-4-en-3-ona, que hasta el
presente se han reportado sélo en plantas de la familia Liliaceae (Nazif, Delazar et al.
2008), constituyéndose éste en el primer reporte para un basidiomiceto. En cuanto a la
lanosta-7-en-3-ona, no se ha reportado ni en el reino Plantae ni en el Fungi, por lo que
esta estructura aqui propuesta seria novedosa. Formando parte de los esteroles se
encuentra el ergosterol, compuesto reportado como biomarcador para los hongos y
utilizado algunas veces para la cuantificacién de biomasa flngica (Ruzicka, Edgerton et
al. 2000; Mille-Lindblom, von Wachenfeldt et al. 2004; Lau, Lee et al. 2006). Al hacer la
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cuantificacion de los compuestos se evidencia que el porcentaje de éstos varia y no se
presenta una tendencia en su produccién. De los resultados se ve claramente que en el
dia 12 se tiene la mayor produccion y variedad de los compuestos de caracter
triterpenoidal, con proporciones comprendidas entre el 3 y el 20%, siendo los
mayoritarios los de nucleo ergostanico. Los triterpenos soélo se biosintetizan entre el dia 9
y el dia 12, mientras que los esteroles s6lo aparecen a partir del dia 12. El ergosterol
(ergosta-5,7,22-trien-33-ol) tuvo un porcentaje muy bajo comparado con otros tipos de
esteroles, lo que concuerda con lo expuesto por Mille-Lindblom et al. (2004), Zhao et al.
(2005) y Moeskops et al. (2012) quienes expresan su preocupacion por la relacion directa
entre el ergosterol y la biomasa presente en una muestra, méxime cuando éste puede
estar presente aun en una muestra con biomasa fangica muerta (Mille-Lindblom, von
Wachenfeldt et al. 2004; Zhao, Lin et al. 2005; Moeskops, Buchan et al. 2012). Estos
resultados han hecho que actualmente se esté reevaluando esta metodologia para la
medicion de biomasa flingica. Por otro lado, el porcentaje de ergosterol obtenido es
mucho menor que el reportado para carpéforos y productos de FEL del Shiitake (Mattila,
Lampi et al. 2002; Cucaita 2007), lo que permite hipotetizar que el medio de cultivo es
muy pobre y no proporciona los suficientes nutrientes para la produccion de ergosterol,
en contraste con los empleados por otros autores quienes reportan mayores
concentraciones en FEL que en fermentaciones en fase sélida tanto en agar como en
tubulares de aserrin (Niemenmaa, Galkin et al. 2008; Tang, Li et al. 2012). Otra posible
explicacion es la aireacion, puesto que al realizar la FEL se busca introducir una buena
cantidad de oxigeno para inducir una buena produccion de biomasa, lo que puede incidir
negativamente en la biosintesis del ergosterol ya que estudios han determinado que una
baja aireacion activa la produccién de éste compuesto (Jasinghe, Perera et al. 2007; Shu
y Lin 2011).
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Tabla 2-2. Compuestos triterpenoidales producidos por Lentinula edodes cultivado por

FEL

Compuesto T,(min.) Formula Referencia

condensada

4,4-dimetil-colesta-7- | 31,781 CygHas0 (Nazif, Delazar et al. 2008)
en-3-ona
Ergosta- 32,057 CogHag (Jaramillo 2009; Mora 2010)
2,5,7,9(11),14,22-
hexaeno
Ergosta- 32,167 CogHag (Cucaita 2007; Nieto y Chegwin 2008;
2,5,7,9(11),22- Jaramillo 2009; Mora 2010)
pentaeno
Lanosta-7-en-3-ona 32,603 C3oH500 No reportado en literatura
Ergosta-4,7,22-trien- | 32,829 CogH40 (Zhang, Draeger et al. 2009)
3-ona
Estigma-4-en-3-ona 33,560 CogHas0 (Nazif, Delazar et al. 2008)
Estigma-4,6,22-trien- | 33,737 Cy9H4,0 (Cucaita 2007)
3p-ol
Ergosta- 34,083 CogH4,0 (Atherton, Duncan et al. 1972; Nieto y
5,7,9(11),22,tetraen- Valencia 2002; Benavides 2004; Rivera,
3B-ol Osorio et al. 2005; Cucaita 2007; Nieto y
(Dehidroergosterol) Chegwin 2008; Jaramillo 2009)
Ergosta-5,7,22-trien- | 34,501 CogH440 (Nieto y Valencia 2002; Cucaita 2007; Nieto y

3B-ol (ergosterol)

Chegwin 2008; Jaramillo 2009; Kitzberger,
Lomonaco et al. 2009)
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Figura 2-5. Cuantificacion de los compuestos triterpenoidales en la FEL de Shiitake por

patrén interno (estigmasterol)
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2.5 Conclusiones

El porcentaje de rendimiento para la fermentacion liquida de L. edodes estuvo acorde a
lo reportado en la literatura. Durante la obtencién de micelio mediante FEL éste produce
acidos grasos tanto insaturados como saturados, siendo estos Ultimos los mas
abundantes durante toda la fermentacién. Ilgualmente, el hongo biosintetiza compuestos
de caracter triterpenoidal, dentro de los cuales se encuentran triterpenos, esteroles y
cetoesteroides. La produccion de estos compuestos es diferencial, ya que la mayor
proporcion y variedad de acidos grasos y sus ésteres se presenta en el dia 15 mientras
gue la de compuestos triterpenoides se produce en el dia 12, resultados que permiten
concluir que tanto las condiciones de fermentacion como el medio de cultivo influyen de
manera significativa en la produccion de cada tipo de metabolito. Con base en el hecho
de las acciones biolégicas de los compuestos triterpenoidales se hace necesario realizar
nuevos estudios de cinética de crecimiento y de produccion de bioactivos con diferentes

fuentes de carbono y condiciones de fermentacion, para determinar la incidencia real de
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éstos en la sintesis de biometabolitos con la finalidad de explotar su uso industrial y/o

medicinal.
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3.Capitulo 3. Utilizacion de la Fermentacion
Sumergida de Lentinula edodes (Berk.)
Singer para la Produccion de Polisacaridos

Bioactivos

3.1 Resumen

Los B-glucanos han sido descritos como los polisacaridos bioactivos por excelencia,
tienen capacidad inmunoestimuadora, anticancerigena, antimicrobiana, hipoglicémica,
entre otras. Con el fin de determinar el potencial nutraceutico de un cultivo liquido de
Lentinula edodes se determind, por medio de técnicas colorimétricas, la concentracion de
polisacaridos y [(-glucanos tanto intra como exo. Los resultados indican que la
concentracion de intra-B-glucanos aumenta durante la fermentacion y la produccion de
exo-B-glucanos es poca, mientras que por otra parte, la concentracion de éstos en la

biomasa es cercana al 22%, resultado mayor a los reportados anteriormente.

PALABRAS CLAVE: B-glucanos, anticancerigenos, Shiitake, , fermentacién liquida,

colorimetria.

3.2 Introduccidn

Los hongos comestibles han sido considerados como excelentes nutrace(ticos debido a
sus comprobadas propiedades medicinales aunadas a su valor nutricional. El segundo
hongo mas consumido alrededor del mundo, el Shiitake (Lentinula edodes) (Jiang, Wang
et al. 2010), es considerado la seta medicinal por excelencia debido sus mdultiples
acciones biolégicas como la inmunoestimuladora, anticancerigena, antiviral,

antibacteriana, entre otras (Wasser 2002; Carbonero, Gracher et al. 2008; Hearst, Nelson
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et al. 2009; Bisen, Baghel et al. 2010; Chandra, Smith et al. 2011). Debido a esto, desde
la década de los 70’s se ha incrementado la investigacion relacionada a los compuestos
gue le confieren a este hongo las propiedades antes descritas, dentro de los que se
encuentran acidos grasos, triterpenos y polisacaridos. Estos Ultimos componen un gran
porcentaje de la biomasa fangica (50 — 90%) dependiendo de la cepa y el ambiente en el
que se desarrolla el hongo, constituyentes en su mayoria de la pared, aunque también
pueden ser excretados al medio (Zhang, Cui et al. 2007). Dentro de ellos, los $-glucanos,
ocupan un lugar especial debido a su comprobada capacidad inmunoestimuladora y
anticancerigena (Wasser 2002; Chen y Seviour 2007; Mantovani, Bellini et al. 2008;
Chan, Chan et al. 2009; Rop, Micek et al. 2009; Ramberg, Nelson et al. 2010). Estos
compuestos son cadenas largas de monosacaridos (en su mayoria, glucosa), unidos por
enlaces glicosidicos (81-3; B1-4 6 f1-6) que pueden tener ramificaciones; su estructura
terciaria varia con el grado de ramificaciones y el tipo de enlace. Su contenido en los
hongos varia entre 0,21 a 0,53 g/100g de materia seca y su peso molecular puede
exceder los 400kDa (Nitschke, Modick et al. 2011; Stachowiak y Regula 2012). Son
compuestos aislados tanto de los carp6foros como del micelio y del medio agotado en los
que son cultivados. El B-glucano més importante de L. edodes es el lentinan, cuya accion
inmunoestimuladora y anticancerigena ha sido ampliamente documentada y que en la
actualidad, es utilizado como tratamiento complementario en pacientes de oncologia y
considerado por la Unién Europea como un ingrediente alimenticio seguro (European
Food Safety Authority 2010; Zhang, Li et al. 2011).

La fermentacién sumergida (FS) es una técnica biotecnol6gica ampliamente usada en la
producciéon de biometabolitos microbianos y cuyo empleo para el cultivo de macrohongos
se ha intensificado en los ultimos afios, por sus mdltiples ventajas, entre las que se
destaca la obtencion de cantidad grande de metabolitos en tiempos cortos, ademas de su
rentabilidad (Crueger y Crueger 1993). El objetivo del presente estudio fue evaluar la
produccién de polisacéaridos bioactivos y por ende su potencial nutraceutico de L. edodes

cultivado por fermentaciéon sumergida.



Capitulo 3 67

3.3 Materiales y Métodos

3.3.1 Cepa

La cepa utilizada es la Shl del cepario del Laboratorio de Control de Calidad
Microbiolégico del Instituto de Ciencia y Tecnologia de Alimentos (ICTA), de la
Universidad Nacional de Colombia, sede Bogota, la cual se mantuvo en medio PDA
(papa dextrosa agar, OXOID®) incubandose a 22 +/- 2°C por 5-8 dias. Los in6culos
empleados fueron un repique 1 (R1) de un cultivo madre. La compaosicion del medio
(caldo GPEL) empleado en la fermentacion liquida fue (g/L): glucosa (20), extracto de
levadura (2,5); peptona (2,5); con un pH de 4,5 ajustado con HCL 0,1 Ny NaOH 0,1N.

3.3.2 Fermentacién liguida de Lentinula edodes

Preparacion del pre inoculo

Se tomaron 200 ml del caldo GPEL en matraces de 500 mL y se inocularon con discos
de 4 mm de diametro de las cajas de PDA previamente invadidas por el micelio y se
llevaron a incubacién a agitacién orbital (100 rpm) a una temperatura de 28°C por 12-13

dias.

Producciéon de biomasa

De los cultivos puros que no evidenciaron la presencia de otro tipo de microorganismos
como bacterias y levaduras, se tom6 un nimero determinado de pellet (se tomé el peso
de ellos) formados en el caldo de indculo y se llevaron 200 ml de caldo fresco GPEL. Las
condiciones de incubacién fueron las mismas que para el indculo, con un tiempo de

fermentacion de 15 dias.

3.3.3 Toma de muestras

Las muestras se tomaron cada 3 dias, hasta el tiempo de finalizacién de la fermentacion.
Se realizaron tres réplicas por cada muestra. Las muestras fueron filtradas al vacio para
separar el micelio del medio agotado; este ultimo fue liofilizado. Las muestras fueron

guardadas en refrigeracion para la posterior determinacion de polisacaridos.
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3.3.4 Determinacion de intra, exo y B-glucanos bioactivos

El micelio obtenido se extrajo por tres veces con agua caliente (95°C) y se realizé la
precipitacién de los polisacaridos con etanol. El precipitado obtenido fue filtrado con
membrana de 0,22um y posteriormente secado en estufa a una temperatura de 50°C
hasta peso constante. Para la determinacion de intrapolisacaridos, se hidraté con agua
destilada el precipitado seco y se llevé a un volumen de 5ml; para los exopolisacéridos, el
medio agotado liofilizado fue hidratado a 30 ml y se tom6 una alicuota de 10ul que se
llevé a un volumen final de 5 ml. La determinacion de polisacaridos totales se llevd a
cabo por el método de Dubois (1956) con una curva de calibracion entre 10 y 280ug/ml.
La determinacion de B-glucanos se realizé por la modificacion del método de rojo congo
de Nitschke (2011) duplicando el volumen de celda y modificando el pH del buffer para la
preparacion del colorante a 5,6. Como patrén de B-glucanos (1-3), (1-6), se usé un
producto comercial (Now Foods), con una curva de calibracién que se hizo entre 50 y 250
pg/ml (Dubois, Gilles et al. 1956; Nitschke, Modick et al. 2011), las muestras se
disolvieron en NaOH 0,01M; el equipo empleado para la determinacion fue un
espectrofotdmetro marca Varian modelo Cory 50 Con. Para los polisacaridos se empleé

una longitud de onda de 492nm y para la de los B-glucanos una de 523nm.

3.4 Resultados

La produccién de polisacaridos y B-glucanos a lo largo de la fermentacion de L. edodes
se muestra en la figura 3-1. El decrecimiento observado en el contenido de
exopolisacaridos (polisacaridos totales determinados por Dubois) en los primeros dias de
fermentacion es atribuible al consumo de la glucosa del medio (Unica fuente de carbono)
por parte del hongo para iniciar su crecimiento micelial. A partir del dia 6, cuando éste
empieza a alcanzar la fase estacionaria se evidencia un aumento de los exopolisacaridos
debido a la presencia de polisacaridos de cadena larga excretados por el hongo. Por otro
lado, los intrapolisacéaridos tuvieron una tendencia ascendente dada por el crecimiento
del hongo, con disminuciéon de la concentracion a partir de 9 dias de fermentacioén, lo
gue confirma que el hongo se encuentra en fase estacionaria y empieza a secretar

metabolitos al medio.
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Figura 3-1. Consumo y produccion de polisacaridos y B-glucanos durante la

fermentacién de L. edodes
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Las figuras 3-2 y 3-3 muestran la proporcion de intra y exopolisacéaridos a lo largo de la
fermentacion. Los polisacéaridos relacionados a la pared celular de los hongos son la
quitina, la hemicelulosa, mananos y B-glucanos (Manzi y Pizzoferrato 2000; Smiderle,
Olsen et al. 2012). Aunque la prueba de rojo congo no es absolutamente especifica para
los glucanos, ya que en algunas ocasiones reacciona con polisacaridos de cadena larga,
la implementacion del método (Nitschke, Modick et al. 2011) y su modificacién aseguran
una unién mas selectiva con los B-glucanos presentes en las muestras. La concentracion
de polisacaridos totales, tanto los relacionados al micelio como los presentes en el medio
de cultivo, es mucho mayor que la de B-glucanos ya que el método de Dubois ademas
de cuantificar los polisacaridos producidos por el hongo también estd cuantificando la

glucosa presente en el medio, proporcionando valores elevados (figuras 3-1y 3-3).
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Figura 3-2. Produccioén de polisacaridos y B-glucanos por el micelio de L. edodes
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Figura 3-3. Produccion de exopolisacaridos y -glucanos durante la fermentacion liquida

de L. edodes
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3.5 Discusion

La formulacién del medio se realizd con base en que una proporcién elevada de la fuente
de carbono (casi hasta 30%) en el medio es beneficiosa para la produccion de biomasa y
polisacaridos (Rendon y De Villeros 2004; Fazenda, Seviour et al. 2008), ademas
conociendo que una de las mejores fuentes de carbono para el crecimiento de hongos en
una fermentacién liquida y en especial del Shiitake, es la glucosa (Osman, Hassan et al.
2009) asi como el hecho de que las fuentes de nitrdgeno organicas son las mejores para
este tipo de hongos (Fazenda, Seviour et al. 2008; Huang y Liu 2008; Elisashvili,
Kachlishvili et al. 2009). La relacion de carbono-nitrégeno empleada fue 4:1; esta permite
una gran produccién de biomasa y de polisacaridos, segun lo reportado anteriormente
(Rendon y De Villeros 2004; Feng, Li et al. 2010). Cabe aqui anotar que algunos autores
hablan de que un bajo pH tiene un efecto elicitor sobre la produccion de biomasa,
mientras que un pH mas basico, tiene un mejor efecto en la produccién de polisacaridos
activos, y también que la temperatura tiene un papel preponderante en la fermentacion,
ya que a temperaturas de 25°C o menores se favorece la produccién de biomasa,
mientras que superiores tienen un efecto en la produccion de exopolisacaridos debido a
su mayor solubilidad en la solucién (Babitskaya, Shcherba et al. 2005; Fazenda, Seviour
et al. 2008). Para el presente estudio se utilizd6 un pH acido y una temperatura de 28°C
ya que se buscaba obtener alta produccion de biomasa y una alta proporcion de
exopolisacaridos. Todos estos factores son definitivos cuando se requiere una gran
produccion de biomasa para obtener una alta proporciéon de polisacéaridos activos ya que
estos hacen parte de las paredes celulares del hongo (Manzi y Pizzoferrato 2000;
Smiderle, Olsen et al. 2012).

En la mayoria de estudios llaman exopolisacaridos a aquellos que estan anclados a la
pared y por lo tanto no son considerados parte de la célula fungica, estos son obtenidos
al filtrar y lavar el micelio y no es tenido en cuenta el medio de cultivo agotado (Kim,
Hwang et al. 2002; Babitskaya, Bisko et al. 2004; Lee, Park et al. 2007; Chen, Zhao et al.
2008; Scherba y Babitskaya 2008; Feng, Li et al. 2010; Xiao, Xiao et al. 2010;
Diamantopoulou, Papanikolaou et al. 2012). Sin embargo, en los ultimos afios se ha
establecido que los hongos pueden excretar metabolitos al medio de cultivo (como por
ejemplo lacasas, polisacaridos, acidos grasos y otros) y es por esto que la denominacién

“exopolisacéaridos” involucra ademas a esta clase de metabolitos (Hatakka 1994; Kim,
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Yang et al. 2001). Los resultados obtenidos arrojan, como era de esperarse, que la
proporcion de B-glucanos dentro de los intrapolisacaridos del hongo es importante (mas
del 40% para el dia 12 de fermentacion), ya que son constituyentes de su pared, con un
ascenso progresivo de la concentracion de éstos durante la fermentacion, y posterior
declive al iniciarse la fase estacionaria (figura 3-2). Estos resultados son concordantes
con lo reportado para para basidiomicetos de otros géneros en donde la mayor
produccién de endopolisacaridos se da cuando se ha alcanzado la mayor produccion de
biomasa. Asi mismo, dicho contenido se alcanza, después del dia 12 al igual que en
nuestro caso, (Lee, Park et al. 2007; Diamantopoulou, Papanikolaou et al. 2012). Por otra
parte, al comparar el resultado de intra B-glucanos con estudios anteriores sobre L.
edodes y otros basidiomicetos y sabiendo que la fraccion de estos polisacaridos
extraidos pertenece a la soluble en agua, se puede establecer que el porcentaje esta en
el rango reportado (Manzi y Pizzoferrato 2000; Nitschke, Modick et al. 2011); aun cuando
se ha reportado que estos se producen mas en el micelio que en el carpéforo (Lee, Park
et al. 2007; Nitschke, Modick et al. 2011). Sin embargo, si los resultados son comparados
con el peso de biomasa obtenida, se evidencia que el porcentaje es un poco mas del
20% de la biomasa para el dia 12 (figura 3-4), por lo que ese lapso de tiempo podria ser
elegido como el de mayor produccién de B-glucanos si se piensa en obtencién a gran

escala de estos compuestos.
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Figura 3-4. Proporcién de B-glucanos en el micelio de L. edodes, obtenido por

fermentacion liquida
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En cuanto a los polisacaridos encontrados en el medio de cultivo agotado, se observa
una tendencia a disminuir durante los primeros 6 dias de fermentacion, evidenciando la
fuerte actividad metabodlica que el hongo presentd al crecer la cual produjo un gran
consumo de la glucosa presente en el medio de cultivo. Con relacion a los B-glucanos
excretados por el hongo al medio de cultivo, se evidencia una tendencia creciente que se
acentia mas al alcanzar la maxima produccién de biomasa (12 dias), tiempo de
fermentacion para la produccion de exopolisacaridos igual al reportado para varios
basidiomicetos incluyendo L. edodes (Kim, Hwang et al. 2002; Lee, Park et al. 2007;
Diamantopoulou, Papanikolaou et al. 2012). Es sabido que en la fase estacionaria
muchos de los metabolitos secundarios de los hongos son excretados al medio y que
ademas de disminuir la rata de crecimiento del hongo también hay una incipiente muerte
de micelio, por lo que los polisacaridos se desprenden del hongo y se disuelven en el
medio de cultivo, lo que se evidencia por el aumento de la viscosidad de los medios de
cultivo (Fazenda, Seviour et al. 2008; Scherba y Babitskaya 2008) o por el aumento en la

concentracion de éstos en el caldo de cultivo, como ocurrié en esta investigacion. Otro
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punto a destacar es que la elecciébn de un medio de cultivo simple, sin ningln tipo de
enriguecimiento o sales minerales permiti6 obtener una mejor produccién de
biometabolitos que en estudios donde se ha suplementado este mismo medio con sales
inorganicas (Diamantopoulou, Papanikolaou et al. 2012), lo que indica que para la
produccion de polisacaridos no es indispensable realizar suplementacion. Estos
resultados permitiran estudios posteriores en busqueda de medios de cultivo mas
econdémicos, mediante el aprovechamiento de desechos de industrias que contengan
proporciones de carbono y nitrégeno y contenido de glucosa similares al medio de cultivo
aqui empleado, con el objetivo de optimizar un proceso eficiente y econémico para la
produccion de polisacaridos bioactivos, ya que ultimamente la industria farmacéutica y
alimenticia se ha enfocado en este tipo de compuestos que ofrecen propiedades tanto
farmacoldgicas, como reoldgicas (Wasser 2002; Zhang, Cui et al. 2007; Zhang, Xu et al.
2007; Zhang, Xu et al. 2008; Stachowiak y Regula 2012).

3.6 Conclusiones

Los resultados obtenidos en la producciéon de exopolisacéaridos e intrapolisacaridos, asi
como de B-glucanos a lo largo de la fermentacion de L. edodes concuerdan con lo
reportado hasta el presente en lo referente a la concentracion de polisacaridos bioactivos
en la biomasa obtenida. Sin embargo, la proporcion de B-glucanos alcanzada mediante la
metodologia aplicada es diferente, se obtuvo un porcentaje de intra-B-glucanos cercano
al 20% para el dia 12, mucho mayor a lo reportado (Nitschke, Modick et al. 2011) y cerca
de un 6% para los exo-B-glucanos, porcentaje acorde a lo recientemente reportado
(Diamantopoulou, Papanikolaou et al. 2012). Este resultado que permiti6 comprobar que
el micelio del Shiitake en fermentacion liquida tiene una menor proporcion en el
contenido de B-glucanos que los carpoforos obtenidos por cultivo tradicional lo que
confirma con lo encontrado en diferentes géneros de basidiomicetos, incluyendo L.
edodes (Lee, Park et al. 2007; Nitschke, Modick et al. 2011).
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4. Capitulo 4. Efecto de la Adicion de un
Producto Biotecnologico de Shiitake sobre

una Gelatina de Fruta

4.1 Resumen

El empleo que se le ha dado al Lentinula edodes (Shiitake) como componente medicinal
y alimenticio en la cultura asiadtica ha sido el punto de partida para implementar la
utilizacién de este hongo en la producién de alimentos funcionales. Con la finalidad de
aprovechar los metabolitos con acciéon biolégica que este produce, se realizd la
incorporaciéon del micelio del hongo a una formulacién de gelatina con fruta, a la cual se
determin6 el contenido y presencia de algunos compuestos bioactivos, su
comportamiento reoldgico y la aceptacion por parte del consumidor. Se obtuvo una
gelatina con una concentracién aproximada de 80mg de B-glucanos en las muestras
analizadas, ademas de la presencia de acidos grasos insaturados y esteroles que le
confieren propiedades inmunoestimuladoras, anticancerigenas, hipocolesterolémicas y
antidiabéticas. Las propiedades reoldgicas de la gelatina no presentaron diferencias
frente a la muestra control (a excepciéon de la dureza y la gomosidad). En cuanto a la
aceptacién por parte de los consumidores fue buena ya que, salvo por un bajo valor de

dulzura, no encontraron diferencia con la gelatina sin adicion de Shiitake.

PALABRAS CLAVE: Alimento funcional, 3-glucanos, gelificantes, reologia, sitoesterol.

4.2 Introduccion

El Shiitake es el segundo hongo comestible con mayor consumo a nivel mundial

(Kitzberger, Lomonaco et al. 2009); ademas de su exquisito sabor y agradable textura,
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posee propiedades medicinales comprobadas (Mattila, Suonpaa et al. 2000; Caglarirmak
2007; Cassileth 2011), raz6n por la cual ha sido ampliamente utilizado por la medicina
tradicional oriental y ha sido objeto de estudio desde el Gltimo tercio del siglo pasado. Los
compuestos a los que se les atribuye la mayoria de esas propiedades, entre las cuales
las mas importantes son la anticancerigena, inmunoestimuladora y antimicrobiana, son
los B-glucanos, acidos grasos insaturados y triterpenoides (Smith, Rowan et al. 2002). Es
debido a esto que, ademas de buscar su aplicaciéon farmacoldgica en el tratamiento de
diversos tipos de enfermedades mediante el aislamiento de este tipo de compuestos se
busca su inclusibn en alimentos que proporcionen un efecto en la prevencién de
enfermedades. Es en Asia donde se ha desarrollado mas este campo ya que su historia
y conocimiento sobre el hongo lo han permitido. Sin embargo, en occidente también se
han llevado a cabo varios estudios que han traido como resultado el desarrollo de
alimentos funcionales que van desde bebidas fermentadas, hasta productos de
panaderia y bocadillos (snacks); en los que en su mayoria se han empleado carpéforos,
estipites o micelio producidos mediante cultivo tradicional y fermentacion en estado
sélido y muy poco empleando la fermentacién en estado liquido para la obtencién del
hongo a emplear en la elaboracion del alimento funcional (Son, Kim et al. 2003; Chun,
Chambers et al. 2005; Lin, Tseng et al. 2008; Guan, Xue et al. 2009; Regula y Gramza-
Michalowska 2009; Lin, Huang et al. 2010; Songdach, Riebroy et al. 2011). El objetivo de
este estudio es el de evaluar el efecto de la adicién a una gelatina con fruta del producto
biotecnolégico de la obtencion de Shiitake, por fermentacion liquida, asi como la
determinacién de los compuestos con actividad biolégica, su prevalencia en el tiempo y el

efecto de los mismos en la percepcién por parte de consumidores jovenes.

4.3 Materiales y Métodos

4.3.1 Cepa

La cepa utilizada es la Sh1 (Lentinula edodes) del cepario del Laboratorio de Control de
Calidad Microbioldgico del Instituto de Ciencia y Tecnologia de Alimentos (ICTA), de la
Universidad Nacional de Colombia, sede Bogota, la cual se mantuvo en medio PDA
(papa dextrosa agar, OXOID®) incubandose a 22 +/- 2°C por 5-8 dias. La composicion

del medio (caldo GPEL) empleado en la fermentacion liquida fue (g/L): glucosa (20),
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extracto de levadura (2,5); peptona (2,5); con un pH de 4,5 ajustado con HCL 0,1 N y
NaOH 0,1N.

4.3.2 Fermentacion liguida de Shiitake

Se desarrollé un preinéculo en el que matraces de 500ml con 200 ml de caldo GPEL se
inocularon con varios discos de agar PDA cubiertos por el micelio; los matraces fueron
incubados en agitacién (100 rpm) por 12 dias a 28°C; los pellets desarrollados durante
esta fase de preindculo se llevaron nuevamente a matraces con caldo GPEL y se
llevaron a incubacién bajo las condiciones anteriormente descritas por otros 15 dias. El
producto biotecnoldgico fue congelado, liofilizado, pesado y almacenado en bolsas

estériles para su utilizacién.

4.3.3 Formulacion de la gelatina

Se utilizé fresa fresca, colageno comercial y sacarosa para la formulacion de la gelatina.
Se prepard una gelatina control sin producto biotecnolégico y la gelatina evaluada. A la
fruta se le realizé un proceso de desinfeccién por inmersién en hipoclorito de sodio (100
ppm) durante 10 min y enjuague, posteriormente se sumergié en solucién de acido
citrico (0,5 %) como antioxidante durante 20 min. Se formul6 el producto para obtener
una gelatina con un contenido de 150 — 200 mg de producto biotecnolégico por cada 100
g, lo que otorga posibles propiedades funcionales inmunoestimuladoras,
anticancerigenas, hipocolesterolémicas, entre otras, segin lo recomendado
generalmente en la micoterapia (Donatini 2010). Las proporciones del producto fueron de
25% de fruta, 3,0% de colageno, 10% de azlcar y 62% de agua. Al volumen final de la
gelatina se le agrego la cantidad requerida del producto biotecnoldgico. Las muestras se
sirvieron en vasos cilindricos (20ml y 100ml), se taparon y se refrigeraron a 4°C para su

posterior andlisis quimico, textural y sensorial.

4.3.4 Evaluacion de los compuestos bioactivos

La extraccion de los polisacaridos se hizo por tratamiento con agua caliente (95°) y
posterior precipitacion con etanol. La extraccion de los compuestos triterpenoidales y
acidos grasos se realiz6 por maceracién con diclorometano (HoneyWell ®) hasta que la

prueba de Lieberman-Buchard fuera negativa. La determinacién cuantitativa de los
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polisacéridos bioactivos se hizo por el método colorimétrico de Nitschke (2011), el cual se
modificé usando el doble de volumen de reactivos y muestra para obtener un volumen de
2,8 ml para la celda y un estandar de B-glucanos comercial (Now Foods), realizando las
lecturas en un espectrofotometro marca VARIAN — Cory 50 Conc, a una longitud de onda
de 523nm. La determinacion estructural de los compuestos triterpenoidales y acidos
grasos se hizo por CG-EM, en un cromatografo marca Hewlett Packard 6890 con las
siguientes caracteristicas: columna capilar HP5 30m, 0,33mm de didmetro interno y
25um de espesor; gas de arrastre helio 4,5 a 1mL/min; modo Split 1:10: temperatura
desde 70°C hasta 300°C a 7,4°C/min. Este cromatografo estd acoplado a un
espectrometro de masas 5973 con una fuente de ionizacion de 70eV. Las muestras se

analizaron el mismo dia de la produccién de la gelatina y 20 dias después.

4.3.5 Evaluacion de la textura

Se realiz6 un andlisis instrumental de textura empleando el texturometro TA.XT Plus
(Stable Microsystems), El perfil de textura (TPA) se obtuvo tomando cilindros de la
gelatina de 3 cm de diametro y 3 cm de altura, los cuales se sometieron a una
compresion uniaxial en dos ciclos con 5s de intervalo usando la sonda cilindrica de 75
mm de didmetro P/75, a una velocidad de 5 mm/s hasta un 30% de deformacién de la
muestra. La resistencia a la ruptura y la adhesividad se determinaron por una prueba de
penetracion sometiendo a cilindros de gelatina de 3cm de diametro por 3 cm de altura a
una compresion simple, utilizando la sonda cilindrica P/10 de 10 mm de diametro a una

velocidad de 1mm/s hasta una penetracion de 1,5 cm en la muestra.

4.3.6 Evaluacion sensorial

El panel de consumidores fue reclutado en la Universidad Nacional de Colombia, sede
Bogota, con una muestra de 31 personas entre los 19 y 25 afios (una proporcion
aproximada de 50/50 para hombres y mujeres). Las muestras fueron codificadas con
nameros al azar de 3 digitos y presentadas aleatoriamente a los panelistas. Se evaluaron
los atributos de apariencia, textura (descrita como sensacion al comer la gelatina), aroma
y sabor, en ese orden. Se us6 una escala heddnica de 5 puntos en la que 1 significa “me

disgusta mucho” y 5 “me gusta mucho”.
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4.3.7 Andlisis estadistico

Para el contenido de polisacéaridos y el perfil de textura se determiné la normalidad de los
datos con una prueba de Shapiro Wilks (W cercano a 1), posteriormente se realiz6 un
andlisis de varianza (ANOVA) y analisis de comparacion multiple con la prueba de
Tuckey (a=0,05) para determinar variaciones significativas entre los tratamientos. Los
datos del anadlisis sensorial se analizaron por medio de la prueba no paramétrica de
Wilcoxon en el que se evalud si hubo diferencias significativas entre las medias de cada

muestra, en cada atributo con un P<0,05, con el programa SPSS 10.5® para Windows®.

4.4 Resultados y Discusion

4.4.1 Determinacién de compuestos bioactivos a traveés del
tiempo

Dentro de los polisacaridos que hacen parte de las estructuras celulares de las plantas y
de los hongos se encuentran los -glucanos, la celulosa, la hemicelulosa, la quitina, entre
otros y algunos de ellos exhiben diferentes propiedades benéficas a la salud como son
inmunoestimulante, anticancerigena, antibacterial, antiviral y prebidtica (Wasser y Weis
1999; Mattila, Suonpaa et al. 2000; Wasser 2002; Laroche y Michaud 2007; Aida,
Shuhaimi et al. 2009; Synytsya, Mi¢kova et al. 2009). Dentro de ellas reviste especial
interés para el presente trabajo las acciones anticancerigena e inmunoestimuladora la

cual es debida a los 3-glucanos.

Al realizar la cuantificacion de los polisacaridos se evidencié una diferencia significativa
(a=<0,05) en la cantidad de estos compuestos contenidos en las dos muestras, la gelatina
con el producto biotecnolégico presenta una mayor concentracion de estos bioactivos
gue la gelatina control (tabla 4-1). Dado que la prueba de rojo congo se usa para la
cuantificacion de polisacaridos de cadenas alto peso molecular con estructuras
complejas (B-glucanos) (Yuguchi, Hirotsu et al. 2005), se aplicé para la determinacion
cuantitativa de ellos encontrandose que en la gelatina que contiene el producto
biotecnoldgico, la concentracién es un 18% mayor. Es sabido que cerca del 90% de los
polisacaridos de cadena larga en el Shiitake son 3-glucanos (Manzi y Pizzoferrato 2000),

lo que explica su alto contenido en la gelatina que contiene el producto biotecnoldgico,
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gue fue de 78 mg y 74 mg por cada 100 g de gelatina, en los dias 0 y 20,

respectivamente.

Cabe aqui anotar, que los polisacéaridos presentes en la fresa corresponden a celulosa,
polisacéaridos no celulésicos tanto solubles como insolubles
(http://alimentos.org.es/carbohidratos-fresa), que forman parte de la fibra dietaria los
cuales, que si bien son benéficos, no ejercen por si mismos una bioaccién. Por otro lado,
se evidencia que hay una disminucion del contenido de polisacaridos bioactivos al
transcurrir el tiempo; al hacer el analisis estadistico entre los dias, se encuentra que no
hay una diferencia significativa (a<0,05) entre las medias de la concentracion de
polisacaridos bioactivos en las muestras en el dia inicial y a los 20 dias de
almacenamiento. La proporcion de pérdida entre la gelatina control y la gelatina con
Shiitake fue muy diferente. En la primera la pérdida de polisacaridos fue de casi un 13%
a los 20 dias de conservacion, mientras que en la gelatina con producto biotecnolégico la
pérdida es casi 10 veces menos. La disminucion de los polisacaridos, aunque era
esperada, puede explicarse en el caso de la gelatina con Shiitake por degradacion
microbiana y enzimatica ya que la carga microbiana en la fresa es alta y aun cuando se
hizo una desinfeccion de la fruta antes de la preparacion, pudieron quedar células viables
de bacterias, como son diferentes tipos de bacilos que pueden degradar polisacaridos de
cadena larga (Planas 2000), bacterias que se verian disminuidas en la gelatina funcional,
ya que el Shiitake es conocido por su accién antibacteriana (Mattila, Suonpéa et al. 2000;
Nora 2001). En cuanto a la degradacién enziméatica, puede ser debida al hecho de que el
Shiitake produce glucanasas de novo que pueden degradar sus propios glucanos
(Minato, Kawakami et al. 2004) y aunque la gelatina se mantuvo a 4°C, pudieron actuar a
una baja velocidad por lo que hubo una baja degradaciéon de estos compuestos. Los
resultados obtenidos en cuanto al contenido de polisacaridos activos (B-glucanos) y su
persistencia a lo largo del tiempo son por deméas promisorios para el posterior desarrollo
de otros alimentos funcionales que incluyan micelio de L. edodes producido en masa por
fermentacion liquida. Lo anterior se ve reforzado por los estudios clinicos que se han
desarrollado sobre [-glucanos que han demostrado que el uso tanto de éstos
compuestos aislados como del micelio de los hongos tienen un importante efecto
benéfico y/o preventivo (Kogan 2000; Chen y Seviour 2007; Mantovani, Bellini et al. 2008;
Rop y Micek 2009; Lazaridou, Papoutsi et al. 2011).
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Tabla 4-1. Concentraciéon de polisacaridos totales y B-glucanos en la gelatina de fruta

control y con adicién de Shiitake

Polisacaridos totales B-glucanos®
Muestra

Dia inicial 20 Dias Dia inicial 20 Dias
Gelatina Control 74,920+0,01a* 40,654+0,02a* 0.000 0.000
Gelatina con Shiitake 88,400+0,03b** 84,088+0,02b** 78.000 74.000

Valores expresados como medias +SD (n=3). Medias con diferentes letras al lado indican
diferencias significativas (a<0,05).

*No hay diferencias significativas (0<0,05) durante el tiempo de almacenamiento.

**No hay diferencias significativas (0<0,05) durante el tiempo de almacenamiento.

¢ Calculo teorico

En cuanto a otros tipos de compuestos bioactivos, como los acidos grasos y los
compuestos triterpenoidales, hubo una diferencia apreciable entre las dos muestras,
como se puede observar en los respectivos cromatogramas; mientras que en las
muestras de la gelatina que no tenia el producto biotecnolégico no se observé presencia
de estos compuestos en la regibn comprendida entre 20 y 25 minutos en el
cromatograma (fig 4-1) tipica de acidos grasos y sus ésteres, en contraste con la gelatina
con Shiitake en la que se observa la presencia de estos compuestos (fig 4-2), cuya
presencia y concentracion varia en el tempo. Para el dia 0, en la gelatina con adicion de
producto biotecnolégico se encontraron acido oleico, linoleato de etilo, acido linoléico
mientras que para el dia 20, sélo se encontrd linoleato de etilo pero ya en menor
proporcion. Con respecto a los esteroles si bien, tanto la gelatina control como la
adicionada con el producto biotecnoldgico, presentan el pico correspondiente al estigma-
5-en-3B-0l (B-sitosterol) esterol propio de la fresa, éste se encuentra con mayor
concentracion en la gelatina funcional. Los compuestos encontrados tanto para la
gelatina control como para la gelatina con Shiitake, han sido reportados previamente
tanto para la fruta como para el hongo (Debieu, Corio-Costet et al. 1995; Yang, Karlsson
et al. 2001; Moreau, Whitaker et al. 2002; Joseph, Janardhanan et al. 2011). La presencia
de &cidos grasos insaturados como el linoléico aporta un valor agregado a la gelatina ya
gue forma parte de los denominados acidos grasos esenciales (Smit, Muskiet et al.
2004). La ingesta de ésteres de 4cidos grasos constituye una fuente adicional de acidos

grasos insaturados, necesarios para las funciones vitales y que ademas son excelentes




86 Capitulo 4

en la prevencion de enfermedades cardiovasculares y la disminucién de colesterol (Miles
y Chang 1999). Por otro lado, el B-sitosterol ha sido ampliamente estudiado como
hipolipidemico, antioxidante y dudltimamente se ha determinado su actividad como
regulador de glucosa o “antidiabético” (Moreau, Whitaker et al. 2002; Quilez, Garcla-
Lorda et al. 2003; Sujatha, Anand et al. 2010). La mayor cantidad de B -sitoesterol, asi
como de acidos grasos insaturados hacen que la inclusién del producto biotecnoldgico en
la gelatina de fruta proporcione a ésta un mayor valor funcional, ya que adicional al
componente inmunomodulador (B-glucanos) y de fibra dietaria (polisacaridos benéficos),
tendria compuestos con accion hipolipidémica, antioxidante y antidiabética
proporcionada, por los &cidos grasos y esteroles, lo que la convertiria en un muy buen

nutraceutico.

Figura 4-1. Perfil cromatografico de la gelatina control en el dia inicial

Abundance
TIC: 12051107.D

280000 -

260000 -

2440000 -

220000 estigma-5-en-34-ol
200000 -

180000 7 /

160000

1440000 -

120000
100000

80000

60000 - M
40000 A M A—‘ﬂ-ruu WL‘ ol Pl
20000 P

T S B e e S A e e s s e e L s s s e S s e

Time-—-=



Capitulo 4. 87

Figura 4-2. Perfil cromatografico de la gelatina con Shiitake en el dia inicial
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4.4.2 Analisis de textura

El andlisis del perfil de textura y la prueba de puncion realizados a la gelatina definieron
gue las dos muestras tuvieron un comportamiento similar en la mayoria de variables,
excepto por la firmeza y la gomosidad (tabla 4-2). No hubo diferencias estadisticamente
significativas para los atributos adhesividad, elasticidad, cohesividad y resiliencia. La
gelatina con Shiitake es menos sensible a la fractura (mas firme) que la gelatina control,
lo que también le confiere mayor gomosidad y hace que la fuerza de masticacion deba

ser mayor.

Es sabido que los B-glucanos tienen propiedades de hidrocoloides (Bruce A 2009; Gidley
y Nishinari 2009) y especificamente para el Shiitake, su principal polisacérido, el lentinan
tiene poderosas capacidades gelificantes y viscoelasticas en soluciones acuosas y bajo
ciertas temperaturas (Zhang, Xu et al. 2007; Zhang, Xu et al. 2008; Zhang, Li et al. 2011),
es asi que a temperaturas de refrigeracion obtiene su gel mas fuerte (Zhang, Li et al.
2011) por lo que podria esperarse este comportamiento en la gelatina. Los B-glucanos al
tener una estructura compleja y muchos grupos hidroxilo, tienen la capacidad de ligar
mMAas agua y por ende conseguir estructuras de gel mas compactas y firmes que otro tipo
de polisacaridos (Gidley y Nishinari 2009) ademas de una mayor dureza y gomosidad

(casi el doble). La gelatina con Shiitake no present6 sinéresis, fenbmeno que se da
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cuando los polisacéaridos no son capaces de ligar mas el agua y empiezan a perderla,
efecto que se comenzdé a observar en la gelatina control, a los 20 dias de
almacenamiento. En cuanto a la adhesividad, atributo que hace referencia a lo pegajosa
gue podria ser la muestra al momento de masticar, aunque se pensaba que podria ser
mayor en la gelatina con Shiitake, los andlisis estadisticos demostraron que su
comportamiento fue similar al control. La elasticidad (capacidad de recuperacién
después de un esfuerzo) presenté valores muy similares al control, al igual que la
resiliencia y la cohesividad que son propiedades intimamente relacionadas con la
elasticidad. El resultado anterior permite inferir que no son los polisacaridos del Shiitake
los que le confieren esta caracteristica (la elasticidad) al producto sino que es conferida
por el colageno y que mayores concentraciones de polisacaridos bioactivos podrian influir
en estas caracteristicas, esto debido a que la pequefia cantidad utilizada para la
formulacion afecté dos variables como son la firmeza y la gomosidad, se podria esperar
gue si se aumenta la concentracion de estos compuestos, la dureza y la gomosidad
aumentarian mas y afectaria otras caracteristicas como la elasticidad y la resiliencia ya
que el producto podria perder sus cualidades como un sélido elastico, sino que pasaria a

ser un soélido firme o fracturable.

Tabla 4-2. Atributos analizados por medio del perfil de textura y la prueba de puncion de

la gelatina de fruta con Shiitake y la gelatina control

Atributo Gelatina control’ Gelatina con Shiitake
Firmeza 57,673 + 5,563a 108,994 + 11,993b
Adhesividad -25,827 £ 1,630a -24,739 £ 3,518a
Elasticidad 0,860 + 0,031a 0,840 + 0,095a
Cohesividad 0,885 + 0,029a 0,901 + 0,040a
Gomosidad 282,824 + 30,475a 498,808 * 73,857b
Resiliencia 0,621 =+ 0,033a 0,634 = 0,032a

"Cada valor esta expresado como la media + SD (n=10). Medias con diferentes letras al lado

indican diferencias significativas (a<0,05)

4.4.3 Evaluaciéon sensorial

El andlisis sensorial se desarrollé en poblacion joven entre 19 y 25 afios, consumidores
frecuentes de este tipo de productos. Se hizo una prueba heddnica de 5 puntos con 4

preguntas que describian las caracteristicas principales de un alimento (apariencia,
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textura, aroma y sabor). El andlisis estadistico demostr6 que no hubo diferencias
significativas (P<0,05) entre las dos muestras para los tres primeros atributos (apariencia,
textura y aroma), en contraste con el atributo de sabor el cual arroj6 diferencias
estadisticamente significativas (tabla 4-3). En cuanto a la similitud entre las dos gelatinas
a pesar de que instrumentalmente hubo diferencias significativas en la textura (firmezay
gomosidad), la mayoria de atributos tuvieron un comportamiento similar y por ello los
panelistas (consumidores) no encontraron diferencia apreciable. Las opiniones
expresadas por los panelistas se enfocaron en la dulzura de la gelatina, nunca a sabores
diferentes conferidos por el producto biotecnolégico. La disminucién en el dulzor parece
ser debida a que el producto biotecnoldgico interfiere en el sabor dulce de la gelatina, por
lo que se podria pensar en aumentar la cantidad de azlcar y/ o de fruta o adicionar un
saborizante en la formulacion para mejorar este atributo. Es muy poca la informacion
pertinente acerca de la aceptacion por parte de los consumidores de alimentos que
contienen Shiitake, sin embargo, los estudios reportados evidencian que al momento de
incluir el hongo, un bajo porcentaje de inclusion no evidencia diferencias
estadisticamente significativas con las muestras control y que la aceptacion es buena
(Chun, Chambers et al. 2005; Lin, Tseng et al. 2008; Lin, Huang et al. 2010).

Tabla 4-3. Medias de las pruebas heddnicas realizadas a la gelatina de fruta control y la

gelatina de fruta con Shiitake

Muestra Apariencia Textura Aroma Sabor
Gelatina control’ 32,355a 34,484a 35,0812 37,774a
Gelatina con Shiitake 30,645a 28,516a 27,9192 25,226b

"Se us6 una prueba hedonica de cinco puntos donde 1, significa me disgusta mucho, 3, me es
indiferente y 5, me agrada mucho. Medias con diferentes letras al lado tienen diferencias
significativas (P<0,05).

4.5 Conclusiones

La adicion del producto biotecnoldgico obtenido por FEL del hongo comestible Lentinula
edodes (Shiitake) proporciona a la gelatina de fruta B-glucanos, acidos grasos
insaturados y esteroles que proporcionan valor nutraceutico al alimento. Por otro lado, la
presencia de estos B-glucanos parece interferir en las propiedades reoldgicas de la

gelatina; sin embargo no parece influir en la percepcion de los consumidores ya que la
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tendencia en las propiedades sensoriales es la misma a excepcién de la dulzura que

parece ser afectada por el producto biotecnolégico.
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5.Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

La produccién de biomasa obtenida en la fermentacion liquida de Lentinula edodes en un
medio simple (10,1 g/L) es similar a la reportada anteriormente, aun para medios

enriquecidos.

La velocidad especifica de crecimiento (), presenté un valor de 0,9317 gdia™ que indica
qgue el hongo lleg6 a crecer casi un gramo por dia. Este parametro es importante ya que
permitird comparar medios de cultivos que se puedan evaluar posteriormente y medir el

crecimiento del hongo.

La obtencién de prein6culo es una parte muy importante en el proceso de fermentacion
liqguida de macrohongos, puesto que la realizacion de este paso acelera la produccion de
biomasa y de metabolitos. Aun cuando se pueda pensar que el proceso de fermentacion
se alarga con este paso, el rendimiento es mayor, tanto de biomasa como de
metabolitos, ya que el consumo de nutrientes por parte del hongo es Unicamente para

producciéon de biomasa y biometabolitos y no para el proceso de adaptacion (fase lag).

El pH elegido para realizar la fermentaciéon permiti6 una buena produccion de biomasa y
de intra y exo metabolitos, permitiendo ademas que la contaminacion bacteriana fuera

practicamente nula.

A pesar de que el medio de cultivo no era enriquecido, la fermentacion liquida de
Lentinula edodes alcanzé una incipiente fase estacionaria a 12 dias de fermentacion,
tiempo en que algunos de los metabolitos sintetizados y excretados por el hongo, como
los &cidos grasos, fueron nuevamente utilizados por el hongo para su subsistencia a

pesar de la clara presencia de glucosa. Este resultado es totalmente concordante con
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estudios recientemente publicados, que indican que los macromicetos comestibles, a
pesar de tener disponibilidad de la fuente de carbono, desvian sus rutas metabdlicas y

disminuyen el consumo de glucosa.

El tiempo que podria ser elegido para terminar la fermentacion del Shiitake es de 12 dias,
ya que en éste se evidencié la maxima produccion de biomasa y de biometabolitos como

polisacéridos, acidos grasos y triterpenoides.

La reduccion del pH durante la fermentacién puede ser debido a la produccién de los

acidos de cadenas cortas y medianas encontrados en el ensayo.

Se evidenci6 un aumento en la concentraciéon y variedad de compuestos de tipo
triterpenoidal, asi como de 4cidos grasos y de sus ésteres durante la fermentacion liquida
de L. edodes. Los acidos grasos mayoritarios fueron los insaturados (oleico y linoléico)
para el medio de cultivo agotado y los acidos grasos saturados como el palmitico para el
micelio. Todos estos compuestos han sido reportados anteriormente para basidiomicetos

y sobre todo para L. edodes.

La presencia de compuestos triterpenoidales se da Unicamente en el micelio del hongo,
mas no en el medio de cultivo agotado y en su produccién no existe una clara tendencia,
como tampoco en la biosintesis de un compuesto en particular a lo largo del proceso
fermentativo. La mayor produccion y variedad de los compuestos de caracter
triterpenoidal se da en el dia 12, con proporciones comprendidas entre el 3 y el 20%,
siendo los mayoritarios los de ndcleo ergostanico. Los triterpenos solo se biosintetizan
entre el dia 9 y el dia 12, mientras que los esteroles s6lo aparecen a partir del dia 12. El
ergosterol tuvo una concentracion muy baja, lo que indica que se debe revisar el empleo
de este compuesto como biomarcador para la determinacion de la presencia y

concentracion de hongos en muestras.

Dos compuestos triterpenoidales se reportan como posibles nuevas estructuras para la
especie, el 4,4-dimetil-colesta-7-en-3-ona y la estigma-4-en-3-ona, evidenciando que los
hongos macromicetos son fuente de metabolitos de diferentes caracteristicas

estructurales.
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Se reporta el compuesto lanosta-7-en-3-ona, del cual no hay reportes ni para el reino

Fungi, ni para el reino Plantae; por lo que esta estructura propuesta seria una novedad.

Hubo una tendencia creciente de la concentracién de los intrapolisacaridos en el hongo,
del micelio, los B-glucanos alcanzaron una concentracion casi del 22%, porcentaje mayor
a reportes anteriores. Los resultados obtenidos sugieren que un medio simple como el
utilizado puede tener los mismos rendimientos (0 mayores) que un medio enriquecido,

como se evidencia con publicaciones recientes.

Aunque hubo produccién de exopolisacaridos y los resultados son similares a reportes
previos, se evidencia que la proporcion de estos en el medio de cultivo es muy baja
(cerca del 6%).

La incorporacién del producto biotecnolégico a una gelatina con fruta, que contenia los
bioactivos propios de la fresa reportados en literatura, incrementd significativamente el
contenido de bioactivos con la presencia de [B-glucanos, acidos grasos y esteroles
confiriéndole acciones inmunoestimuladoras, anticancerigenas, hipocolesterolémicas y

antioxidantes que la hacen un producto alimenticio con propiedades nutraceuticas.

El hecho de que los polisacaridos presentes en el producto biotecnolégico, como los -
glucanos, exhiban propiedades gelificantes y viscoelasticas hace que la presencia de
ellos en la gelatina con fruta produzca cambios significativos en algunos atributos

reoldgicos como la firmeza y la gomosidad.

La presencia del producto biotecnolégico en la gelatina de fruta no tuvo impacto en los
atributos sensoriales evaluados salvo en el sabor el cual se vio afectado, no por sabores
ajenos a la gelatina, sino por la sensacién de dulzura presente en ella. Pareciera que el
micelio, junto con sus bioactivos secuestran el sabor dulce en ella, por lo que se debe
realizar posteriores formulaciones con edulcorantes o saborizantes que ayuden a realzar

este atributo.
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5.2 Recomendaciones

En futuras obtenciones de Lentinula edodes por fermentacién en estado liquido es muy
importante mantener la relacion carbono/nitrégeno, ya que como se determiné en la
investigacion, es imprescindible para obtener una buena proporcién de biomasa y de

biometabolitos bioactivos.

Cuando el objetivo sea la produccion de &cidos grasos y exopolisacaridos es importante
la temperatura y el pH de la fermentacion ya que, como se evidencio, estos determinan el

tipo de acidos grasos y la concentracién de exopolisacaridos.

Investigaciones posteriores con medios de cultivo mas econémicos como desechos
industriales y otros, deben tener en cuenta que la glucosa es la mejor fuente de carbono
tanto para la producciéon de biomasa, como de B-glucanos y acidos grasos; por eso, debe

estar presente en la formulacién en proporciéon adecuada.

El uso de la fermentacion liquida es una muy buena herramienta para la biorremediacion,
los hongos basidiomicetos son excelentes en esa funcién debido al pool enzimético que
poseen; Lentinula edodes al pertenecer a este Phylum, puede ser utilizado en la
biorremediacion de efluentes industriales no tdxicos como melazas o desechos de
destilerias e industria cervecera para producir biomasa y biometabolitos, pero siempre
teniendo en cuenta la composicion del medio de cultivo, asi se puede utilizar esta técnica

con dos fines diferentes.

Debe ser motivo de investigacion la utilizacion de otros métodos de secado mas
econémicos pero que no incidan en la actividad del producto biotecnol6gico, aunque la

liofilizacion es un método ideal, puede ser costoso a escala industrial.

Deben realizarse estudios que permitan establecer la relacibn del producto
biotecnoldgico con los edulcorantes, ya que se definié que tiene un efecto negativo en

este atributo sensorial.
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Al evidenciarse que el Shiitake tiene un efecto en la dulzura del producto, podria ser
incluido en productos salados. Son varios los productos de esta clase que se han hecho
en oriente.

Debido a su conocido contenido proteico también podrian establecerse estudios de
reemplazos carnicos con el micelio del hongo, como ya se ha reportado utilizando otro

tipo de setas (Agaricus bisporus) como sustitutos carnicos con excelentes resultados.

Al conocerse que los polisacaridos del Shiitake tienen propiedades de hidrocoloides, se
puede utilizar la fermentacion liquida para optimizar su produccién y su posterior
utilizacion en la industria alimenticia, un ejemplo evidente de esto es la utilizacion del

Schizophyllan del hongo Schizophyllum commune.
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