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RESUMEN

G. lucidum también conocido como Reishi, es un hongo medicinal que contiene diversos
compuestos bioactivos como los polisacaridos, polifenoles, triterpenos, entre otros, de los cuales
se ha reportado poseen efectos beneficiosos en la salud humana. Este estudio tuvo como objetivo
general optimizar, evaluar la cinética de crecimiento y la calidad quimica de la biomasa micelial
de G. lucidum obtenida por fermentacién en medio liquido con residuos de café y el efecto
sensorial por su inclusion en una bebida de café de origen narifiense. En la optimizacidn se realizé
de acuerdo a un disefio central compuesto 23. Los resultados indicaron que las condiciones que
maximizan las respuestas para la biomasa fueron: 3,86 % (A), 1,85 % (B) y pH inicial (C) del
medio de 5,4 con un rendimiento maximo de biomasa 0,0032 g/mL y para la produccion de
polisacaridos las condiciones 6ptimas fueron: 4,84 % (A), 2,46 % (B) y pH inicial (C) del medio
de 4,6 con un rendimiento maximo de 34,58 mg/g MS. En el estudio cinético de crecimiento
micelial y formacion de producto los resultados estadisticos de crecimiento micelial se ajustaron
con éxito al modelo de raiz cubica (R? de 0,9195) y al modelo logistico de regresion no lineal (R?
de 0,9506), pero en el estudio cinético de formacion de producto solo se ajust6 con éxito al modelo
Luedeking—Piret con solucion de la ecuacion de raiz cubica (R? de 0,9654). En cuanto a la calidad
quimica de la biomasa micelial de G. lucidum, se evalud la actividad antioxidante por DPPH y el
contenido de los polifenoles por Folin- Ciocalteu en extractos acuosos del cuerpo fructifero y en
la biomasa micelial de G. luciudm obtenida bajo condiciones 6ptimas del cultivo liquido. Los
resultados demostraron un mayor contenido de polifenoles y una mayor actividad antioxidante
para la biomasa micelial (44,16 + 0,92 mg EAG/g y 6,96 + 0,76 pumol Eq Trolox/g extracto) en
comparacion con el cuerpo fructifero (14,66 + 2,47 mg EAG/g y 4,80 + 0,25 umol Eq Trolox/g

extracto). En los analisis FTIR realizados a: la biomasa micelial, cuerpo frutifero de G. lucidum



viii
y producto comercial de café con extracto de Ganoderma, se encontr6 que los espectros
infrarrojos de la biomasa micelial y cuerpo fructifero de G. lucidum presentaron una similitud
entre los picos. Por ultimo, el analisis sensorial del tratamiento correspondiente al 6% de biomasa
micelial en café resulto en la disminucién del puntaje de la bebida de café, manteniendo sus
atributos cerca de los 6,0 puntos, que de acuerdo a la escala de evaluacion SCAA, no corresponde
a café especial. Los tratamientos con el 8 y 10% de biomasa micelial en café resultaron en el
incremento de sus puntajes alcanzando casi los puntajes de la muestra control, y estos se
mantuvieron relativamente constantes en los 8 y 9 puntos, manteniendo al café enriquecido dentro
del rango de la SCAA en excelente y extraordinario, respectivamente.

Palabras clave: Polisacaridos, polifenoles, actividad antioxidante, basidiomicetos



ABSTRACT

G. lucidum, known as Reishi, is a medicinal fungus that contains various bioactive
components such as polysaccharides, triterpene polyphenols among others that have been reported
have healthy effects. The aim of this research was to optimize, evaluate growth Kkinetics and
chemical quality of the mycelial biomass of G. lucidum obtained by liquid fermentation with coffee
residues and the sensory effect of its inclusion in a coffee drink of Narifio origin. For the
optimization was evaluated using a central composite design 23. The results showed that the
condictiones that maximize the responses for biomass were: 3,86 % (A), 1,85 % (B) and initial pH
(C) of the medium of 5,4, with a maximum biomass yield of 0,0032 g/mL and for the total
polysaccharides production the optimal conditions were: 4,84 % (A), 2,46 % (B) and initial pH
(C) of the medium of 4,6, with a maximum yield of 34,58 mg/g DW. The kinetic study of mycelial
growth and product formation were realized, the statistical results of mycelial growth were
successfully fitting to the cube root model (R? de 0,9195) and to the logistic nonlinear regression
model (R? de 0,9506), but in the kinetic study of product formation only was fitted to the
Luedeking—Piret model with solution of the cubic root equation (R? of 0,9654). On the chemical
quality of the mycelial biomass of G. lucidum, the antioxidant activity by DPPH and the content
of polyphenols by Folin- Ciocalteu were evaluated for both aqueous extracts of the fruiting body
and mycelial biomass of G. luciudm obtained under optimal conditions of the liquid culture. The
results found showed higher polyphenol content and higher antioxidant activity for mycelial
biomass (44,16 £ 0,92 mg GAE/gy 6,96 + 0,76 pumol Eq Trolox/g extract) compared to the fruiting
body (14,66 + 2,47 mg GAE/g y 4,80 + 0,25 umol Eq Trolox/g extract). The FTIR analyzes of:
the mycelial biomass, fruit body of G. lucidum and commercial coffee product with Ganoderma it

was found that extract the infrared spectra of the mycelial biomass and fruit body of G. lucidum



were similar. Finally, the sensory analysis of the treatment corresponding to the 6% mycelial
biomass in coffee result in lower score of the coffee beverage, keeping its attributes near to 6.0
points, which according to the SCAA evaluation scale, does not correspond to specialty coffee.
The treatments with 8 and 10% mycelial biomass in coffee resulted in an increase in their scores,
almost reaching the scores of the control sample, and these remained relatively constant at 8 and
9 points, keeping the enriched coffee within the range of the SCAA in excellent and extraordinary
range, respectively.

Keywords: Polysaccharides, polyphenols, antioxidant activity, basidiomycetes
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INTRODUCCION

En los ultimos afios ha aumentado considerablemente el cultivo y consumo de hongos y se
prevé que la tendencia de consumo siga una linea ascendente a nivel mundial y aunque los hongos
son consumidos en todo el mundo por su sabor, aroma y textura, son poco conocidos por su gran
potencial como alimentos con propiedades funcionales (Fernandez & Morales, 2020). A pesar de
que existe una gran cantidad de literatura que describe las propiedades medicinales de los hongos
y su uso potencial o comercial en nuevos productos farmacéuticos en forma purificada de los
compuestos bioactivos, su aplicacion en los alimentos como componentes funcionales no se ha
estudiado ampliamente (Giavasis, 2014).

En general, los macrofungi se han utilizado para desarrollar productos alimenticios
innovadores con un valor agregado mejorado, sin embargo, pocas son las investigaciones que se
han centrado en las aplicaciones actuales de macrofungi y de cdmo estos mejoran el contenido
antioxidante a los alimentos (Lu, Lou, Hu, Liu & chen, 2020) a pesar de ello, en los ultimos afios
han aparecido varios productos alimenticios que mencionan tener propiedades funcionales debido
a la presencia de un compuesto bioactivo obtenido de algin hongo (Fernandez & Morales, 2020)
y en los Gltimos afios alimentos funcionales a base de hongos han ganado mucha atencion, por lo
que ha conllevado a una demanda creciente de cuerpos fructiferos y micelios (Rathore et al., 2019)
y G. lucidum no es la excepcion, pues este es un hongo popular por sus usos medicinales, y tiene
una gran demanda en todo el mundo a pesar de sus grandes costos, ya que los productos a base de
Ganoderma disponibles en el mercado son costosos debido a que los procesos requeridos para el
cultivo son intensivos (Sudheer, Alzorgi, Manickam & Ali, 2019).

El consumo de G. lucidum depende en gran medida de sus beneficios medicinales que a su

vez dependen de sus compuestos activos, por lo tanto, el contenido de compuestos activos se ha



vuelto de gran preocupacion tanto para los investigadores, cultivadores y consumidores. Dada la
gran aceptacion de Ganoderma en los ultimos afios, se ha visto necesario desarrollar métodos
eficientes para la produccion de compuestos bioactivos y en tiempos méas cortos (Ye, Liu, Xie,
Zhao & Wu, 2018), es aqui donde la fermentacion en estado liquido ha tomado importancia, pues
en este tipo de cultivo se obtiene biomasa micelial rica en compuestos bioactivos tales como los
polisacaridos y polifenoles, ademas el proceso se puede estandarizar facilmente. La
estandarizacion de las condiciones de cultivo y la composicion del medio influyen fuertemente en
el crecimiento micelial y la produccion de compuestos bioactivos en Ganoderma (Sudheer et al.,
2019). Por lo anterior, en esta investigacion se evalud las condiciones del cultivo liquido de G
lucidum adecuado con residuos de café (cascarilla) con el objetivo de optimizar la produccion de
biomasa micelial y polisacaridos totales de G. lucidum, para posteriormente realizar su evaluacion
quimicay su inclusion en café de origen narifiense para el desarrollo y evaluacion sensorial de una
bebida de café que incorpora biomasa micelial con un aporte importante de compuestos bioactivos
propios de la biomasa que puedan ser aprovechados en términos de salud humana y con

caracteristicas sensoriales deseables entre los consumidores.



1. DESCRIPCION DEL PROBLEMA

1.1. Planteamiento del problema

Colombia es el tercer productor mundial de café (Escobar, Arteaga, Belalcazar & Burbano,
2019); en Narifio es la actividad agropecuaria mas representativa, la cual aporta el 3,4% del PIB
sectorial y el 4,16% de la produccion nacional (Escobar et al., 2016), dentro de sus 64 municipios
en 41 municipios se cultiva café, con la participacion de 39.619 caficultores en todo el
departamento (Minagricultura, 2021), ademas el café de Narifio es muy apreciado en el comercio
internacional, por su denominacién de origen (Escobar et al., 2016). Pero a pesar de que el cultivo
de café ha sido, durante muchos afios, motor importante para el desarrollo de las regiones no solo
de Narifio sino también de los demés departamentos productores de café de Colombia, mediante
la generacion de empleo, el desarrollo industrial, el fortalecimiento de las finanzas publicas e
inclusive el mejoramiento del tejido social, el sector se ha visto en franco deterioro por diferentes
factores como: los altos costos de insumos, el precio bajo en el mercado internacional, el alto
precio de los jornales y la revaluacion del peso, entre otros (Silva & Trejos, 2016). Por lo tanto,
uno de los principales aspectos que se debe tomar en consideracion para abordar el tema de café
es su proyeccion a futuro dentro del territorio narifiense, teniendo en cuenta mayores niveles de
productividad y competitividad en el mercado nacional e internacional. Para ello es importante
que el concepto de cadena productiva se empiece no solamente a modelar sino a aplicar entre los
diversos actores que en ella intervienen, para lograr una mayor fortaleza a nivel de cultivo,
procesamiento y comercializacion del mismo, sin dejar a un lado el aprovechamiento de los
residuos que estos generan (Silva & Trejos, 2016), entre los que se encuentran la pulpa y la
cascarilla como principales subproductos (Ochoa & Guzman, 2021). Estos representan un

problema ambiental debido a que en la mayoria de los casos son liberados como residuos (Paz et



al., 2013), ademas se estima que en Colombia se genera 784.000 t/afio de biomasa residual, que
incluyen el mucilago, la pulpa, cascarilla, entre otros (Ochoa & Guzman, 2021) y solo en Narifio
se producen 166.924 t/afo de residuos de café (Escalante et al., 2011), cifra representativa para
buscar un potencial de aprovechamiento para solucionar el problema de su vertimiento.

Si bien, el uso de los residuos de café en la produccion de alimentos para animales como
piensos y forrajes es limitado debido a la presencia de componentes antinutricionales, como la
cafeina que esta relacionada con efectos fisioldgicos sobre el sistema nervioso central del animal
y los taninos que confieren astringencia a los alimentos y proteinas complejas, lo que afecta al
alimento en digestibilidad y disminucion de la utilizacion de nitrégeno en animales (Mazzafera,
2002), se ve la necesidad de desarrollar investigaciones que busque mejorar procesos y productos
que deriven en valores agregados, con el fin de captar la verdadera dimension de las posibilidades
comerciales que tienen los residuos de la agroindustria del café. Es por ello, que en este trabajo de
investigacion se obtuvo biomasa micelial de G. lucidum por fermentacion liquida con residuos de
café, para el desarrollo y evaluacion sensorial de una bebida de café que incorpora su biomasa,
con un aporte importante de principios activos como polisacaridos y fenoles propios del hongo,
que puedan ser aprovechados en términos de salud humana y con caracteristicas sensoriales
deseables entre los consumidores, para lograr un producto de alto potencial de competitividad en
un posible contexto comercial.

Ademas, resulta de gran interés la incorporacion de biomasa micelial en la formulacion de
diferentes alimentos convencionales para aportar efectos beneficiosos (Rathore, Prasad, Kapri,
Tiwari & Sharma, 2019), pues pese a que se puede encontrar en el mercado productos enriquecidos
con extractos o compuestos puros fangicos como los polisacaridos, hasta ahora solo se

comercializan unos pocos, en parte debido a los altos costos de produccion, purificacion y bajos



rendimientos de polisacaridos. Dichos problemas, sin embargo, pueden mejorarse en cierta medida
mediante el uso de micelio de hongos producidos en cultivos sumergidos en condiciones

controladas de proceso (Giavasis, 2014).

1.2. Formulacién del problema

¢ Cuéles son las condiciones optimas del cultivo liquido de Ganoderma lucium en residuos
de café para la produccion de biomasa micelial y de polisacaridos totales; cual es la calidad quimica
del extracto acuoso del micelio producido en condiciones de optimizacion, en términos de su
actividad antioxidante, cuantificacion de fenoles totales y analisis por FTIR y como se afecta
sensorialmente la bebida de café narifiense, debido a la inclusion de biomasa micelial en diferentes

concentraciones?

1.3. Justificacion

En Narifio el cultivo de café genera anualmente 27.000 empleos directos (Escobar et al.,
2019). Sin embargo, en la cadena de café, los residuos derivados de la obtencién del grano café
representan un enorme problema ambiental, debido a que méas del 50% de la fruta del cafe son
liberados como residuos (Paz et al., 2013), ademas hay pocos estudios que aborden el uso en
aplicaciones rentables de los residuos de café (Bonilla, Duarte & Schwan, 2014). Sin embargo, la
produccién de hongos comestibles y medicinales utilizando residuos de café es una buena opcion
para recuperar estos subproductos debido a la capacidad de los hongos para degradar estos
compuestos y convertir los residuos lignocelulésicos en alimentos con alto valor comercial y
nutricional (Kasuya et al., 2015). Dentro de los hongos medicinales G. lucidum es una especie

abundante en numerosos polisacaridos y otras biomoléculas, por lo que es superior y mas atractivo



entre otras especies de hongos medicinales (Obodai et al., 2017), por lo tanto, el aprovechamiento
de los residuos de la industria cafetera con G. lucidum no solo generaria una nueva fuente de
ingresos sino también aportaria soluciones a problemas alimenticios y medicinales, ya que G.
lucidum tiene caracter nutracéutico y por otro lado contribuiria a disminuir los residuos que son
una potencial fuente de contaminacion de los recursos naturales (Tabares & Toro, 2013).
Igualmente, en la actualidad se estan explorando aplicaciones innovadoras para los
alimentos macroflingicos basados en los cuerpos fructiferos y micelios para mejorar el sabor y la
nutricion de los alimentos (Lu, Lou, Hu, Liu and Chen, 2020). Actualmente, G. lucidum es
utilizado como materia prima para la produccion de alimentos funcionales (Rojas, Palacio, Ospina,
Zapata & Atehortla, 2012) y suplementos dietéticos, (Wu, Deng, Chen, Zhao, Bzhelyansky, & Li,
2017) que mejoran el sistema inmunoldgico del cuerpo y las funciones metabodlicas (Hapuarachchi
et al., 2018). Sin embargo, muchos de los productos a base de G. lucidum normalmente se
producen a partir del cuerpo fructifero obtenido mediante fermentacion en estado solido; lo que
implica un tiempo de cultivo extenso (alrededor de seis meses), dificultad para controlar la calidad
del producto y la susceptibilidad del cultivo a los cambios ambientales (Subedi, Basnet, Panday,
Neupane & Tripathi, 2021). Por lo tanto, es importante desarrollar e implementar procesos que
garanticen altos rendimientos y estabilidad funcional de la biomasa (Araque, Nifio & Gelves,
2020), ya que, el precio de los productos de Ganoderma en el mercado son altos y su
homogeneidad en términos de calidad es deficiente (Hapuarachchi et al., 2018); pues se ha
encontrado que el contenido de polisacaridos y triterpenoides en los cuerpos fructiferos de G.
lucidum es bajo, a menudo alrededor del 0,5% y 1%, respectivamente, lo que puede limitar la
eficacia terapéutica del hongo (Ye, Liu, Xie, Zhao & Wu, 2018); por otro lado se ha reportado que

la bioactividad de este hongo es mucho mas alta en micelios que en cuerpos fructiferos y esporas



(Cui, Yang, He, 2015), por lo que es necesario desarrollar métodos eficientes para la produccion
de biomasa micelial y por ende de metabolitos de interés bioldgico a partir de este hongo (Ye, Liu,
Xie, Zhao & Wu, 2018).

Una forma rapida, econémica y confiable para la produccion de biomasa y bioactivos en
hongos es el cultivo sumergido, un proceso de fermentacion en matraz o biorreactor donde se
adecua un medio liquido para el desarrollo de micelio y la produccion de metabolitos (Tang,
Zhang, Liu, Zhu and Zhong, 2011), con las ventajas en la reduccidn de costos de obtencién,
separacion y purificacion de los metabolitos de interés (Araque et al., 2020), menos tiempo de
procesamiento, pues un cultivo sélido de Ganoderma toma meses, mientras que el cultivo en
medio liquido toma alrededor de siete dias, sin embargo, los estudios en medio sumergido han sido
escasos Yy se han enfocado principalmente al cultivo a nivel de matraz y biorreactores menores a
7.5 L de volumen atil (Hu et al., 2018); pese a ello, la fermentacién sumergida es considerado un
método prometedor para la produccién eficiente y en gran escala de biomasa micelial y metabolitos
bioactivos con un tiempo de incubacion mas corto y con menor riesgo de contaminacion (Cui,
Yang, He, 2015), igualmente a pesar de que una de las preocupaciones para la utilizacién de
cultivos sumergidos, principalmente en los paises del Tercer Mundo, es el alto costo de los
procesos a gran escala, no obstante, un punto clave para comenzar a subsanar este problema es
formular medios de cultivo alternativos y mas econdmicos, en reemplazo de los costosos medios
tradicionales (Hu et al., 2018), con fuentes de carbono que incluyen exclusivamente glucosa,
sacarosa, fructosa o lactosa (Zhou, 2017).

Cabe mencionar que la biomasa de hongos se considera como un "complemento dietético
o alimenticio", mientras que los extractos de hongos se consideran compuestos farmacéuticos o

"nutracéuticos”. Sin embargo, la biomasa micelial contiene todos los nutrientes y compuestos



activos, incluyendo enzimas, metabolitos secundarios y beta-glucanos, por lo que la biomasa
micelial hace parte de los "alimentos funcionales™ o "suplementos dietéticos™ (Barros, Bell, Ferréo,
Calabrese & Fernandes, 2016), ademas, se ha encontrado que los extractos de biomasa micelial
tienen propiedades antioxidantes, siendo los compuestos fenélicos los que contribuyen en mayor
proporcidn a las propiedades antioxidantes (Sudheer et al., 2019). Estas propiedades mantienen el
equilibrio fisiologico en las personas, lo que da una alta valoracion a la biomasa micelial como
fuente de alimentos funcionales (Raseta et al., 2016). Por lo tanto, el polvo de biomasa micelial
que se usa en la formulacion de tabletas y capsulas para la salud (Suberu, Lateef, Bello & Daudu,
2014), también puede ser empleada en la formulacion de alimentos, de esta forma se resalta su
potencial para ser consumido como alimentos funcionales, por su naturaleza rica en compuestos
bioactivos.

Por esta razon, en esta investigacion se planted obtener el hongo G. lucidum a partir de
residuos de café en medio liquido, en blasqueda de alternativas que permitan la produccion de
biomasa y bioactivos, de forma rapida, econdémica y confiable en términos de calidad, de esta
manera brindar solucion a los problemas que presenta la produccién tradicional de hongos
medicinales, y a la vez formular un nuevo producto de café con valor agregado y competitivo, con
potencial comercial para el mercado nacional e internacional. Ya que, si bien el consumo y cultivo
de macromicetes en Colombia es bajo, en la ultima década se ha registrado un aumento en la
comercializacion de productos en fresco y procesados, en especial con hongos del género
Ganoderma, debido a que sus propiedades curativas son mas difundidas y por ende se espera el
incremento de su cultivo (Tabares & Toro, 2013). Por otro lado, la oferta de los productos a base
de Ganoderma, podria enfrentar serias limitaciones, debido a los riesgos en la disponibilidad de

recursos madereros (Hu et al., 2018), por lo tanto, se justifica la necesidad de generar un proceso



de produccion en fermentacion sumergida de Ganoderma adaptado a contextos locales, el cual
permita optimizar los rendimientos y de esta forma proyectar a futuro un proceso rentable y

escalable para la obtencidn de biomasa micelial.
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2. ESTADO DEL ARTE

2.1. Residuos de Café

En la produccion industrial de café se emplea un método de procesamiento en seco o en
himedo para eliminar la cascara y las partes mucilaginosas de las cerezas de café resultando en la
produccidn de cascarilla'y pulpa de café respectivamente (Figura 1) (Shemekite et al., 2014). Estos
residuos pueden alcanzar hasta 1 tonelada y la cantidad de agua residual varia entre 5000 y 15000
L por tonelada de café (Villa et al., 2019). La pulpa y la cascarilla de café representan el 29% vy el
12% de su peso seco (Janissen & Huynh, 2017), estos subproductos tienen una composicion
quimica similar; la pulpa y la cascarilla son ricas en carbohidratos (32—-35%), proteinas (7—15%)
y minerales (10,7%), aunque la composicion quimica de estos residuos varia con la variedad del
café, las condiciones de cultivo, el modo de procesamiento y la etapa de desarrollo en la que se
cosecharon los granos (Moreira, Melo, Coimbra, dos Reis, Schwan & Silva, 2018). Por
consiguiente, se han reportado diferentes valores en la composicion quimica, Villa et al. (2019)
reporta que la pulpa y cascarilla de café tienen un alto contenido de carbohidratos (70%), de los
cuales 16-43% estan en forma de celulosa y 7-29% de hemicelulosa. Esta composicidén quimica de
los carbohidratos en la pulpa y las cascaras indica que estos residuos son muy prometedores para

su uso en muchos procesos biotecnoldgicos (Moreira et al., 2018).
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Figura 1. Etapas del café desde su cosecha hasta la obtencién del grano. a) Planta de café, b) pulpa de café, c) grano
de café con cascarilla, d) grano de café, e) cascarilla. Recuperado de “Characterization of NaOH-Treated Colombian
Silverskin Coffee Fiber as a Composite Reinforcement” por D.R. Herndndez, J.A. Rojas & Y. Costa, 2017.
BioResources. p. 8804.

2.1.1. Usos de los residuos del café

Hay pocos estudios sobre el uso en aplicaciones rentables de los residuos de café, ya que
su pulpa y la cascara contienen cierta cantidad de cafeina y taninos que lo hace toxico y resulta en
un problema para su aprovechamiento. Sin embargo, es rico en materia organica, que lo convierte
en un sustrato ideal para procesos microbianos para la generacion de productos de valor agregado
(Padmapriya, Tharian & Thirunalasundari, 2013). Por lo tanto, varias soluciones y usos
alternativos de la pulpa y la cascara de café se han evaluado, estos incluyen fertilizantes, alimento
para el ganado, compost, etc. Pero, para estas aplicaciones solo se utiliza una fraccion de la
cantidad disponible y no es técnicamente muy eficiente, por consiguiente, se han realizado intentos
para desintoxicarlo para una aplicacion mejorada como alimento, y para producir varios productos
como: enzimas, acidos organicos, sabor y aroma a partir de pulpa y/o cascara de café (Pandey et

al., 2000).
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En cuanto a investigaciones realizadas en Colombia sobre los residuos de café, el Centro
Nacional de Investigaciones de Café (Cenicafé), toma relevancia. Cenicafé ha reportado que de
100 Kg de cafe cereza se pueden obtener 6% de melaza, por extraccion y concentracion del jugo
de pulpa y del mucilago, con un contenido del 35% de azlcares totales y por fermentacion
alcohdlica de este jugo se puede obtener en promedio 1,2 L de alcohol etilico, también han
reportado producciones promedio de etanol de 25,2 mL, a partir de 1 kg de pulpa fresca con un
contenido de etanol del 98,19% y para el mucilago los resultados de los experimentos permiten
estimar una produccion aproximada de 58 mL con un contenido de 98,6% de etanol (L6pez, 2017).

Pero a pesar de los buenos resultados la produccion de bioetanol no representa la forma
ideal para la explotacion de sustratos organicos, pues se deben buscar estrategias mas innovadoras
para la valorizacion de los residuos para aumentar la sostenibilidad de sus gestiones y de su valor
de mercado para permitir la creacion de nuevas oportunidades de trabajo. En particular, el
aprovechamiento de los residuos agroalimentarios, en extraccion de biomoléculas (incluso en
pequefias cantidades) para aplicaciones farmacéuticas, quimicas, cosméticas, agrondémicas y la
produccién de compuestos de alto valor agregado son prioritarios (Battista, Strazzera, Zanzoni,
Andreolli & Bolzonella, 2020).

En este sentido los avances en la biotecnologia industrial ofrecen oportunidades potenciales
para la utilizacién econdémica de los residuos agroindustriales de café (Rodriguez, Oliveira, das
Neves, Sarmento, Amaral & Oliveira, 2014), ya que, es claro que la industria del café libera
grandes cantidades de subproductos (Paz et al., 2013), y si no se hace un uso eficaz de estos
residuos conduce a varios problemas de caracter ambiental, por lo tanto, pese a que se menciona
que la produccidn de bioetanol que ha sido ampliamente investigado no es una buena forma de

explotacion de los residuos, se ve necesario evaluar otro posible potencial como la produccion de
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biomoléculas y en particular de una region, de esta forma establecer si estos procesos tienen
potencial industrial. Igualmente, la obtencién de biomoléculas mediante procesos fermentativos
con micelios fungicos que tienen la capacidad de utilizar compuestos complejos como los residuos
agroindustriales para la produccion de biomoléculas, estas han sido de gran interés como
suplementos nutricionales y para el sector farmacéutico (Ogidi et al., 2020), de igual forma, hoy
en dia existe un creciente interés en los metabolitos secundarios de Ganoderma que pueden
obtenerse por fermentacion sélida o liquida en residuos agroindustriales y los metabolitos

obtenidos estan siendo explorados como nuevos farmacos (Zhou, Su & Zhang, 2012).

2.2. Ganoderma lucidum

Las especies de Ganoderma son hongos basidiomicetos degradantes de la madera con
cuerpos fructiferos duros (Figura 2) (Boh, Berovic, Zhang & Bin, 2007). Ganoderma lucidum es
una especie de la clase Agaricomycetes, que pertenece a la familia Ganodermataceae del orden
Polyphorales (Liu, Zhu, Li, Shan & Gao, 2014), esta especie es rica en compuestos bioactivos,
principalmente triterpenoides, polisacaridos y polifenoles (Cor et al., 2018), con potencial
medicinal (Taofiq et al., 2017). Tradicionalmente este hongo se lo ha utilizado para mejorar la
salud, longevidad (Zhu, Yao, Ahmad & Chang, 2019), capacidad intelectual, la memoria, potenciar
la sexualidad, promover la agilidad y para tratar enfermedades como la hepatitis, hipertension,
hipercolesterolemia, cancer gastrico (Pan, Jiang, Liu, Miao & Zhong, 2013), distrofia muscular,
neurastenia, nefritis, hiperlipemia, artritis, asma, bronquitis, Glcera gastrica, arteriosclerosis,
leucopenia, diabetes, insomnio y anorexia (Bidegain, 2017). Ganoderma se denomina "Reishi" en
Japén, "Ganoderma" en los Estados Unidos y "Lingzhi" en China (Zhou, Lin, Yin, Zhao, Sun &

Tang, 2007).
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Figura 2. Ganoderma lucidum. Recuperado de “Bioactive Compounds of the Wonder Medicinal Mushroom
“Ganoderma lucidum™” por S. Sudheer, I. Alzorqi, S. Manickam, and A. Ali, 2019. Bioactive Molecules in Food, p.
1865.

Las especies de Ganoderma no estan clasificadas como hongos comestibles, ya que, tienen
un sabor amargo y dureza en sus cuerpos fructiferos y no tienen la textura carnosa caracteristica
de los hongos comestibles, pero su importante valor econémico, se debe a sus propiedades
medicinales (Hapuarachchi et al., 2018). Actualmente, G. lucidum es utilizado como materia prima
para la produccién de alimentos funcionales (Rojas et al., 2012), y de las diferentes partes de su
cuerpo fructifero, micelios o esporas se pueden encontrar en productos como: capsulas blandas,
inyecciones, tabletas, bebidas (Liu & Zhang, 2018), polvo (Yang et al., 2019), extractos
(Artunduaga, 2016), chocolate, té (Fernandez & Morales, 2020), suplementos dietéticos, (Wu,
Deng, Chen, Zhao, Bzhelyansky, & Li, 2017) café (Benkovi¢, Srecec, gpoljaric’, Mrsi¢ & Bauman,
2014), productos de esporas, jarabes, pastas de dientes, jabones y lociones, también se han
comercializado como alimentos y suplementos farmacolégicos que mejoran el sistema
inmunoldgico del cuerpo y mejoran las funciones metabolicas (Hapuarachchi et al., 2018). Pero
mas recientemente, los efectos farmacoldgicos de Ganoderma han atraido una atencion

considerable por parte de la comunidad de investigacion mundial (Zhao, Zhang, Xing, Ahmad, Li
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& Chang, 2018), en especial por ser una fuente natural prometedora de compuestos

inmunomoduladores y anticancerigenos como los polisacaridos y triterpenoides (Boh, 2013).

2.2.1. Ganoderma como fuente de compuestos bioactivos

Diferentes investigaciones se han orientado al descubrimiento e identificacion de los
diferentes macromicetos y los diferentes compuestos bioactivos contenidos dentro de ellos. Un
interés particular ha apuntado en el hongo G. lucidum, debido a sus propiedades medicinales, ya
que este contiene mas de 150 antioxidantes y fitonutrientes y también se le atribuyen propiedades
antiinflamatorias, analgésicas, inmunomoduladoras y antitumorales (Gurung et al., 2012). El
cuerpo fructifero, los micelios y las esporas de G. lucidum contienen mas de 400 compuestos
bioactivos diferentes (Veljovi¢, Niki¢evi¢ & Niksi¢, 2019) y varios autores han demostrado que
los triterpenos y polisacaridos son los principales componentes fisiologicamente activos de G.
lucidum y estan presentes en su cuerpo fructifero, micelio, asi como sus extractos que han sido
ampliamente probados por sus diversas propiedades antitumorales (Kao et al., 2013), pero dentro
de los componente de G. lucidum, los polisacaridos son considerados como el grupo principal de
compuestos activos, estos se encuentran entre el 10-50% de la materia seca de los cuerpos
fructiferos y presentan notables propiedades farmacolégicas, en particular tienen caracteristicas
inmunomoduladoras y anticancerigenas (Ahmad, 2018), por tanto, se ha incrementado el interés
en Ganoderma que no solo es un alimento saludable rico en polisacaridos y triterpenoides sino
también una fuente de compuestos bioldégicamente activos de valor medicinal (Zhou, Su & Zhang,
2012), como los compuestos fenolicos cuyos estudios recientes los han reconocido como
importantes compuestos bioactivos de G. lucidum con propiedades antioxidantes, anticancerigenas

y antiinflamatorias que se relacionan principalmente con los posibles beneficios para la salud
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frente a las patologias como la hipertension, la obesidad, las enfermedades cardiovasculares, la
diabetes y el cancer (Veljovi¢ et al., 2019), por lo anterior, se ha impulsado considerablemente la
atencion de Ganoderma como potencial en medicamentos, ademas, en investigaciones
preliminares realizadas sobre basidiomicetos se ha encontrado que la proporcion de los
compuestos activos varia tanto con el estadio del hongo como en el medio que es cultivado (Arango
& Nieto, 2015), por tanto, ha despertado el interés en el desarrollo de procesos en cultivo liquido
en especial de G. lucidum, para la produccion comercial de compuestos bioactivos, ya que la cepa
de Ganoderma es dificil de encontrar en la naturaleza y su cultivo solido toma meses (Keller,
2009) y las diferencias cualitativas y cuantitativas en la composicidn quimica de Ganoderma como
de sus productos dependen del proceso de extraccion y las condiciones de cultivo (Zhou et al.,

2012).

2.2.2. Cultivo de Ganoderma lucidum

Los cuerpos fructiferos de G. lucidum se producen principalmente por cultivo artificial en
troncos de arboles de hoja ancha bajo tierra en invernaderos (Hu et al., 2018). Su proceso de
produccidn se divide en los siguientes pasos: preparacion de materias primas (corte y seleccion del
tronco de madera), ensacado y atado, esterilizacion, inoculacion, incrustacion en suelo (o
transferencia a casa de setas), manejo de fructificacion y cosecha (Zhou, 2017), en este metodo se
mantienen los parametros de crecimiento como temperatura, contenido de agua, humedad relativa,
pH e intensidad de luz. Este método se utiliza para producir un cuerpo entero de Ganoderma y se
denomina cultivo tradicional de basidiocarpio (Pinya, Ferriol, Tejada & Sureda, 2019) y desde la
década de 1980 se ha empleado este método para la produccion de cuerpos fructiferos de

Ganoderma en muchos paises (Zhou, 2017). También se han probado otros métodos como el
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cultivo en aserrin al igual que se han probado varios sustratos diferentes, como: residuos de te,
cascara de semillas de algodon, cascara de semillas de girasol, residuos de mazorcas de maiz, tortas
de prensa de aceite de oliva, paja de trigo, etc (Bijalwan et al., 2020). En definitiva, las tecnologias
de cultivo consisten en el cultivo tradicional de cuerpos fructiferos en troncos de madera o sobre
sustratos a base de residuos (Boh, 2013), pero debido a la baja tasa de transformacion de la
biomasa, consumo de madera extremadamente elevado, se ha desarrollado cultivos modernos de

micelios en biorreactores, por cultivo sumergido en medios liquidos (Boh, 2013).

2.2.2.1. Cultivo sumergido de Ganoderma lucidum

La fermentacion en estado liquido o fermentacion sumergida es llevada a cabo en
biorreactores o en matraz de vidrio donde hay por lo menos la misma concentracion de agua y de
sustrato sélido (nutrientes) en el proceso, es decir, que hay una solucion de los nutrientes, del cual
microorganismos lo aprovechan para producir biomasa y metabolitos. En el medio liquido los
microorganismos se desarrollan flotando en el medio y en el caso de los hongos miceliales, estos
pueden formar pequefias esferas de micelio denominadas “pellets” cuando hay agitacién, de otra
forma, crecen en la superficie (Arango & Nieto, 2013). Los pellets se caracterizan por el desarrollo
de micelios en agregados esféricos estables que consisten en una red de hifas relativamente densa,
ramificada y parcialmente entrelazada (Mohtara, Kadir & Saari, 2016).

La fermentacion sumergida en biorreactores con composiciones de sustrato optimizadas y
parametros de proceso controlados permite un tiempo de cultivo mas corto y una produccion a
gran escala bajo un control del proceso (Berovic & Podgornik, 2016). En los ultimos afos, el
cultivo sumergido de G. lucidum se ha desarrollado para obtener biomasa micelial, &cido
ganodérico y polisacaridos que pueden utilizarse para producir medicamentos (Jayasinghe et al.,

2008), dado que el cultivo sumergido tiene un gran potencial para una mayor produccion de
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micelios en un espacio mas compacto y mas corto, con pocas posibilidades de contaminacion, se
ha considerado una alternativa prometedora para la produccién de polisacaridos y acidos
ganodericos de Ganoderma. Por lo tanto, se han realizado varios estudios, como la optimizacion
de las condiciones de fermentacion y el desarrollo de nuevas estrategias de bioprocesamiento para
aumentar la produccion de los metabolitos de Ganoderma (Ye, Liu, Xie, Zhao, Wu, 2018).
Dentro de los estudios de optimizacion para las condiciones de fermentacion las variables
estudiadas en cultivos sumergidos se encuentran: la temperatura, el pH, la agitacion y los medios
de cultivo (Arango & Nieto, 2013), como las fuentes de carbono y nitrogeno del cual las fuentes
de carbono estdn muy extendidas, que incluyen como Unica fuente la glucosa, sacarosa, fructosa,
lactosa, azlcar de cebada, entre otras como fuentes de carbono mas complejas como: harina de
maiz, harina de soja, granos de destileria, etc. En cuanto a los requerimientos de nitrégeno, la
fuente de nitrégeno organico es mas adecuada para la produccion de biomasa micelial de
Ganoderma y polisacaridos extracelulares en comparacion con las fuentes de nitrégeno inorganico
(Zhou, 2017). Igualmente, en el cultivo de G lucidum, se han estudiado variables como: el efecto
de la concentracidn de inoculacion, oxigeno disuelto, fermentacion alimentada por lotes integrada
con cambio de pH y transferencia de oxigeno disuelto, entre otras han sido las estrategias para la
optimizacién de la fermentacion sumergida de G. lucidum, pues su fermentacion y control es muy
deseado desde wuna perspectiva industrial (Mohtara, Kadir & Saari, 2016), pero
desafortunadamente, muchos estudios se han dedicado a explorar solo la relaciéon entre la
morfologia del crecimiento y la produccion de metabolitos con el efecto de cambiar una variable
y no esclarecen el mecanismo subyacente que causa el efecto (Wagner, Mitchell, Sassaki,
Amazonas & Berovi¢, 2003). Por consiguiente, el modelamiento de los cultivos que es Gtil para el

control del proceso como la optimizacion, también permite la compresion de la dindmica del
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proceso (Feng et al., 2014), pues en el modelamiento a menudo implican la introduccion de
variables de bioprocesos que no se pueden estimar de manera confiable. Sin embargo, a pesar de
la gran necesidad de desarrollar procesos de cultivo de biomasa de hongos a gran escala para la
produccién eficiente de metabolitos Gtiles, hasta el momento no ha habido reportes de su modelado
de bioprocesos, sin mencionar el caso especifico de cultivos miceliales de G. lucidum (Tang &

Zhong, 2004).

2.2.3. Modelado de la cinética de crecimiento micelial

Un modelo matematico es el conjunto de relaciones entre las variables del sistema que se
estd estudiando para predecir las variables de salida a partir de las variables de entrada (Nielsen,
Villadsen & Lidén 2003), pero en el modelamiento matematico no se trata de formar un sistema
de ecuaciones extremadamente complejo en un intento de reflejar la realidad, sino el objetivo es
reducir un sistema complejo (biolégico) a un sistema mas simple (matematico) que pueda
analizarse con mucho mas detalle y a partir del cual se puedan identificar propiedades claves. Por
lo tanto, el arte del modelado matematico no se trata de qué incluir, sino de qué se puede omitir
(Boswell, Jacobs, Gadd, Ritz & Davidson, 2003). En la fermentacion de hongos filamentosos es
ampliamente reconocido como un proceso complejo (Cui et al., 1998), por consiguiente, los
intentos de modelizacion matematica del crecimiento micelial se han centrado en el nivel de
micelio, utilizando cantidades como el rendimiento de biomasa y formacion de producto (Boswell
etal., 2003).

Los modelos de crecimiento micelial se refieren generalmente a cultivos sumergidos en
fermentadores y la produccién de metabolitos para las aplicaciones de la biotecnologia

(Gutarowska & Zakowska, 2009). EI modelamiento describe las relaciones entre las principales
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variables de estado y explica cuantitativamente el comportamiento del sistema. Hay dos tipos de
modelos disponibles: los estructurados y no estructurados. Los modelos estructurados tienen en
cuenta algunos aspectos basicos como la composicion de las células y la estructura (Benkortbi,
Hanini & Bentahar, 2007), donde la estructura puede ser cualquier cosa, desde sumergir la masa
celular en unos pocos compartimentos hasta una vista microscopica de la célula formada por
enzimas individuales y grupos macromoleculares (Nielsen et al., 2003), por otro lado, los modelos
no estructurados implican solo masa celular para describir el sistema bioldgico (Benkortbi et al.,
2007), es decir la biomasa se describe por una sola variable y no se considera segregacion en la
poblacién celular, es decir, se supone que la poblacion celular es completamente homogénea
(Nielsen et al., 2003). Tanto los modelos estructurados como los no estructurados se han aplicado
generalmente para el modelado cinético del crecimiento microbiano, la absorcion del sustrato y la
formacion del producto. Aunque el primero puede describir un sistema microbiano complejo a
nivel molecular, los modelos cinéticos no estructurados son relativamente mas simples y se han
utilizado cominmente para aplicaciones practicas (Gharibzahedi, Razavi & Mousavi, 2013), pues
los modelos no estructurados pueden describir los perfiles de fermentacion de productos como
polisacaridos, acido giberélico, triterpenoides y flavonoides con una precision satisfactoria (Fei,
Li, Zhang & Xu, 2019), ademé&s en los procesos fermentativos si el objetivo es modelar la
concentracion de la biomasa, los modelos no estructurados son suficientes, aungque estos modelos
son completamente empiricos, son valiosos para problemas de disefio simples y para extraer
parametros cinéticos claves de la cinética de crecimiento (Nielsen et al., 2003).

En cuanto al modelamiento cinético de crecimiento micelial de hongos, es dificil utilizar
un enfoque cinético mediante el modelamiento no estructurado dado a la morfologia de

crecimiento (Kowalska, Boruta & Bizukojc, 2019) y el metabolismo primario de los hongos que
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es mas complejo que las bacterias (Wang, Ridgway, Gu & Young, 2008), ademas la estructura
multicelular del micelio, la heterogeneidad morfoldgica y la heterogeneidad en fisiologia y
diferenciacion a lo largo de la longitud de las hifas y durante la fermentacion dificulta la
construccién de modelos matematicos de fermentaciones flngicas para usar en simulaciones
predictivas o control de procesos (Papagianni, 2004). No obstante, en la Gltima década se han
publicado unos pocos articulos sobre el modelamiento de crecimiento de hongos (Kowalska et al.,
2019), donde se han propuesto expresiones cinéticas diferentes para la tasa de crecimiento
especifico de la biomasa (Nielsen et al., 2003), con distintos modelos cinéticos como: la ley de la
raiz cubica, ley exponencial, ley de crecimiento logistico y la cinética de Monod (Osadolor, Nair,
Lennartsson & Taherzadeh, 2017).

La llamada ley de la raiz cbica se acepta generalmente para describir el crecimiento de los
pellets miceliales (Prosser & Tough, 1991). En el cultivo liquido (matraz o fermentador), un
organismo micelial puede crecer como fragmentos de hifas dispersos o como pellets (Stanbury,
Whitaker & Hall, 2017), pero la formacion de pellets miceliales se considera como un requisito
previo para la produccion exitosa de ciertos metabolitos, por lo tanto, se ha asumido
tradicionalmente que los cultivos en pellets siguen la cinética de la raiz cubica, mediante la
siguiente ecuacion 1:

M3 = MY + ke (1)

Donde M representa la concentracion de la biomasa y k es una constante (Papagianni,
2004). Emerson fue el primero en demostrar una relacién lineal entre la raiz cubica de la
concentracion de biomasa y el tiempo para cultivos de N. crussu, a partir de esto se han observado
cinéticas similares para cultivos en pellets de varios hongos (Prosser & Tough, 1991). La cinética

de la raiz cubica considera heterogeneidad dentro de los pellets como una masa esférica de micelios
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que no crece rodeada por una capa externa de hifas activas. Por lo tanto, se supone que un pellet
aumenta de radio a una tasa constante a traveés del crecimiento exponencial de micelios dentro de
la capa exterior de las hifas activas (Papagianni, 2004). El crecimiento exponencial de los pellets
sera exponencial hasta que la densidad del pellet dé como resultado una limitacion de la difusion;
bajo tal limitacidn, la biomasa central del pellet no recibird un suministro de nutrientes, por lo que
el crecimiento del pellet procede de la capa exterior de biomasa que es la zona de crecimiento
activo (Stanbury, Whitaker & Hall, 2017).

La cinética de la raiz cubica se ha observado experimentalmente, pero las dificultades
practicas para medir con precision las concentraciones de biomasa dificultan la distincion de
diferentes tipos de cinética de crecimiento, por lo tanto, se han estudiado otros modelos cinéticos
para hongos filamentosos (Papagianni, 2004), entre los que se encuentran los modelos no
estructurados de crecimiento de Monod y Logistica que se han utilizado ampliamente como
ecuaciones basicas para describir el crecimiento micelial en la ingenieria de bioprocesos. En el
caso de la ecuacién de Monod, la tasa de crecimiento especifica esta gobernada por un nutriente
limitante, con una forma matematica similar a la ecuacion de Michaelis-Menten (Xu, 2020). El
modelo Monod fue introducido por primera vez por Jacques Monod en 1942 para describir la
relacion entre la tasa de crecimiento especifico y la tasa de utilizacién del sustrato en un
biorreactor. El modelo se define de dos formas: basado Ginicamente en la concentracion de sustrato
y basado en la concentracion de sustrato y biomasa. Las dos formas del modelo estan definidas
por las ecuaciones 2 y 3:

_ Mmax S
T kg+S (2)

_ MHmax XS
T kg+S 3)
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Donde, umax €s la tasa méxima de crecimiento, S concentracion de sustrato, Ks la constante
de media saturacion, p tasa de crecimiento especificas y X la concentracion de biomasa (Muloiwa,
Byakika & Dinka, 2020). Para usar el modelo Monod se necesita determinar los valores de pmax Y
Ks, donde una practica comun es graficar la tasa de crecimiento especifica versus la concentracion
del sustrato y mediante el ajuste de la curva se pueden obtener los valores de pumax Y Ks. Sin
embargo, cuando se obtienen de esta manera, estos valores pueden no ser precisos debido al
impacto de otros factores como el pH y metabolitos acumulados en la tasa de crecimiento (Hu,
2017), ademas en el modelo Monod se asume que solo hay un sustrato limitante del crecimiento
en el biorreactor (Muloiwa et al., 2020), por lo que el modelo solo sera adecuado para describir el
crecimiento limitado de la biomasa con poblaciones bajas de microorganismo, y cabe mencionar
que en los procesos de fermentacion no se ajustan bien (Gu et al., 2006).

En cuanto al modelo logistico que también se conoce como modelo Verhulst, este se basa
en la suposicion de que la tasa de crecimiento de un organismo es proporcional a la poblacién
actual y los recursos no utilizados en un habitat cerrado (Muloiwa et al., 2020). La ecuacién
logistica se ha utilizado durante muchos afios para describir el nimero de individuos en una
poblacién, pero en el caso de los sistemas microbianos, la ecuacién se interpreta como la cantidad
de biomasa en lugar del nimero de organismos (Classen, Engler, Kenerley & Whittaker, 2000). El
modelo logistico es un modelo independiente del sustrato que describe el crecimiento cinético
basado unicamente en la concentracion de biomasa. El modelo tiene en cuenta la inhibicion del

sustrato. EI modelo logistico se define mediante la ecuacion 4.
= Honax1- K] (4)

Donde, p es la tasa de crecimiento especifico, X concentracion de biomasa, Xm

concentracion maxima de biomasa y pmax €S la méxima tasa de crecimiento especifico (Muloiwa
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et al., 2020). La ecuacion logistica asume una tasa de crecimiento exponencial, pero incluye un
factor que inhibe el crecimiento a medida que aumenta la poblacion (Classen et al., 2000). En el
caso de la ecuacion logistica, la tasa de crecimiento especifica que estd determinada por la
capacidad de carga del sistema, pueden ser los factores inhibidores del crecimiento, es decir,
acumulacion de sustancias quimicas toxicas, distintos del nivel de nutrientes (Xu, 2020), y a pesar
de que varios autores han usado este modelo para predecir la tasa de crecimiento especifico, la
falta de literatura sobre el desempefio de este modelo hace que sea dificil sacar una conclusion
sobre su capacidad para describir el crecimiento cinético (Muloiwa et al., 2020).

Pese a lo anterior, sobre la base del modelo logistico, se desarroll6 la ecuacion de
Luedeking-Piret, combinada de contribuciones asociadas al crecimiento y no asociadas al
crecimiento (Fang et al., 2018) y es usada ampliamente para modelar la velocidad de formacion
del producto metabdlico deseado (Benkortbi et al., 2007). En este modelo se establece que la tasa
de formacion de producto depende tanto de la concentracion instantanea de biomasa X como de la
tasa de crecimiento dX/dt de forma lineal (Altiok, Tokatli & Harsa, 2006), por lo tanto, se puede

usar una ecuacién cinética de formacion de producto de la siguiente manera (Ec 5):

dp d_x
E—adt+[>’X(5)

Donde P representa la concentracion de producto, o es la constante asociada al crecimiento
y B es la constante no asociada al crecimiento (Fang et al., 2018). EI modelo cinético de Luedeking-
Piret fue disefiado originalmente para la producciéon de acido glucénico utilizando células
bacterianas y afirma que la formacion del producto depende del crecimiento microbiano (dX/dt)
durante el proceso de fermentacion de manera lineal. Desde entonces, la ecuacion se ha aplicado
para caracterizar la cinética del producto del cultivo en monocultivo de hongos filamentosos bajo

fermentacién sumergida (Olorunnisola, Jamal & Alam, 2018).
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El modelamiento matematico puede ser una herramienta Gtil para el disefio racional y la
optimizacion de sistemas de cultivo micelial de hongos en fermentacion sumergida, pero la
seleccion del tipo de modelo dependera del propésito final del modelo, la complejidad del modelo,
el tiempo de solucion y lo mas importante la naturaleza de los datos experimentales disponibles
(Lopez et al., 2016), pues para la cualquier aplicacion de un modelo cinético los datos
experimentales brindan pardmetros cinéticos, tasas especificas de crecimiento y coeficientes de
rendimientos, los cuales deben ser precisos y que se perfeccionan continuamente a medida que se
acumulan resultados experimentales. Una vez todos los resultados experimentales estan en su
lugar, podran usarse para generar una simulacién, calcular el perfil de la tasa de alimentacién del
sustrato, explorar diferentes escenarios de proceso, probar hipotesis o incluso optimizar el proceso
(Hu, 2017), por lo todo anterior, el analisis cinético y el modelado matematico se consideran un
paso clave en el desarrollo de los bioprocesos industriales (Gharibzahedi, Razavi & Mousavi,
2013), pero a pesar de la gran necesidad de desarrollar procesos de cultivo miceliales de hongos a
gran escala para la produccién eficiente de metabolitos, hasta ahora son pocos los informes de
modelamiento en bioprocesos, y mas particularmente para cultivos miceliales de G. lucidum (Feng
et al., 2014), un hongo importante de la industria biotecnoldgica que se encuentra en expansion
(Zhou, Su & Zhang, 2012), ademas, el micelio y sus bioproductos producidos por la fermentacion
liquida son productos alternativos o sustitutos del cuerpo fructifero que estan siendo empleados en

la formulacion de nutracéuticos y alimentos funcionales (Uriza, 2014).

2.3. Los nutraceuticos y alimentos funcionales a partir de Ganoderma
En la actualidad la demanda de productos naturales con actividad farmacolégica y usos

medicinales esta aumentando notablemente, tal es el caso de los hongos del género Ganoderma
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(Suberu et al., 2014), donde G. lucidum es el mas reconocido por la industria alimentaria (Marek
et al., 2017), el cual es una especie de hongo medicinal que producen efectos beneficiosos en la
salud (Wasser, 2014) por lo que se lo considera como un alimento saludable, y también como
fuente de compuestos biolégicamente activos de valor medicinal (Zhou et al., 2012). Por lo tanto,
una nueva clase de productos con nombres diferentes como: suplementos dietéticos, alimentos
funcionales, nutracéuticos, micofarmacéuticos, que brindan beneficios saludables a través del uso
diario han surgido a base de Ganoderma (Wasser, 2014; Zhou et al., 2012; Venturella, Ferraro,
Cirlincione & Gargano, 2021), pero, cabe mencionar que son muchas las especies de hongos que
se han convertido en suplementos, nutraceuticos y alimentos funcionales en los Gltimos afios. Para
algunos hongos, se ha realizado varias investigaciones sobre los posibles beneficios en la salud,
mientras que para otros hay muy poco apoyo cientifico (Frost, 2016), a pesar de lo anterior, los
hongos se han venido convertido en una importante materia prima para el desarrollo de
suplementos dietéticos, alimenticios y funcionales (nutracéuticos) (Morris et al., 2016).

En el caso de los hongos, los términos "nutracéutico” y "alimento funcional™ son sinénimos
(Morris et al., 2016), pues un alimento funcional es aquel que contiene uno 0 mas compuestos
biolégicamente activos y tiene un beneficio fisiologico en la salud de los organismos, ademas de
su valor nutricional (Espinosa et al., 2021), mientras que el término nutracéutico se define igual
como "un alimento (o parte de un alimento) que proporciona beneficios médicos o a la salud,
incluida la prevencion y/o tratamiento de una enfermedad™. Segun estas definiciones, un alimento
funcional seria un tipo de nutracéutico y en algunos paises los dos términos se usan indistintamente
(Morrisetal., 2016), no existe una definicion legislativa de los términos (Bigliardi & Galati, 2013)
y en términos generales, los nutracéuticos abarcan los alimentos funcionales, los componentes

activos de los alimentos funcionales, los suplementos dietéticos y los alimentos medicinales
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(Bishop, Kao, Xu, Glucina, Paterson & Ferguson, 2015), pero en la comunidad cientifica de los
hongos, el término nutracéutico y en especifico "nutraceutico de hongos” es un extracto refinado
o parcialmente refinado de la biomasa seca del micelio o del cuerpo fructifero de un hongo, que se
consume en forma de capsulas o tabletas como suplemento dietético (no como alimento) y tiene
posibles aplicaciones terapéuticas (Morris et al., 2016). Tal es el caso de G. lucidum que se ha
convertido en un nutracéutico popular en todo el mundo (Yang et al., 2019), y su polvo seco y los
extractos acuosos o etanolicos se utilizan en todo el mundo como suplementos dietéticos (Gargano
etal., 2017), y se venden en una forma que permite la dosificacion (tabletas, capsulas, liquidos en
dosis especificas) (Ratajczak, Kaminska, Btaszkiewicz & Matysiak, 2020).

Pero a pesar de que lo comun es el empleo del micelio o carpdforos deshidratados y
empacados en tabletas como suplementos, alrededor del mundo pocos estudios han realizado la
inclusién de los carpdforos o micelios a los alimentos con el fin de adicionar un elemento funcional
al alimento (Suérez, 2012), de esta forma los alimentos convencionales se convierten en
funcionales al estar fortificados con compuestos beneficiosos que aumentan su actividad funcional
(Espinosa et al., 2021). Los alimentos desarrollados abarcan desde yogures, bebidas alcohdlicas,
productos carnicos, de panaderia, asi como salsas para sazonar alimentos. La mayoria de los
alimentos corresponden al resultado de tecnologias de fermentacion en las que el micelio y el
carpoforo son aprovechados para la produccion de alimentos mediante la adicion de éstos a un
alimento, previa deshidratacion del material fungico (Suarez, 2012).

Por lo tanto, desde el afio 2005, se han registrado entre 250 y 350 patentes para productos
y procesos de G. lucidum (Wasser, 2014), pues el nimero creciente de publicaciones cientificas,
las nuevas posibilidades tecnolégicas para el cultivo comercial y el uso de hongos de la especie de

Ganoderma ha sido los motivos que han dado lugar a las numerosas patentes. Las invenciones se
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refieren principalmente a nuevos métodos de cultivo biotecnolégico de cuerpos fructiferos y/o
biomasa micelial, extraccion y aislamiento de compuestos activos, preparacion de formulaciones,
aplicaciones en productos farmacéuticos o complementos alimenticios y diversos métodos para
aumentar o apoyar la inmunidad del organismo por G. lucidum en preparaciones solas o en
combinacion con otros productos farmaceuticos (Boh, 2013).

De los productos a base de Ganoderma que existen en el mercado aproximadamente el 80
al 85% se derivan de los cuerpos fructiferos del hongo provenientes de cultivos comerciales o
recolectados del medio silvestre (Chang, 2008), mientras que el 15 al 20% de los productos de
Ganoderma se basan en extractos miceliales y en un menor porcentaje se basan en filtrados de
cultivos liquidos, teniendo como ventaja estos cultivos que es el método principal para la
produccién a gran escala de compuestos bioactivos de Ganoderma en la industria (Zhou et al.,
2012), pero hay relativamente pocos estudios sobre extractos de micelio cultivado en medio
liquido (Paterson, 2006). No obstante, se han realizado investigaciones para obtener suplementos
nutritivos a partir de la biomasa micelial de G. lucidum y han demostrado que el valor nutritivo de
la biomasa micelial es enorme debido al contenido de proteinas, carbohidratos y sales minerales
(M. Petre, V. Petre, Teodorescu & Patrulescu, 2013), por lo tanto, la biomasa micelial ha ganado
interés como productos alternativos o sustitutos de cuerpos fructiferos, para uso en la formulacién
de nutraceuticos y alimentos funcionales (Heleno, Barros, Martins, Queiroz, Buelga & Ferreira,
2012).

La ventaja de utilizar la biomasa micelial en lugar de los cuerpos fructiferos como fuente
de compuestos bioactivos, es que se garantiza un producto mas confiable con un mayor nivel de
control de su composicion (Antunes et al., 2020), por lo tanto, el desarrollo de micelio en tipo de

hifas o pellets esta siendo utilizado por las compafiias farmacéuticas para desarrollar suplementos
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dietéticos/nutracéuticos y para extraer polisacaridos, compuestos bioactivos, antioxidantes,
sabores, etc. Aunque el uso de micelio de hongos en este contexto se ha explorado con éxito, los
estudios se limitan a unas pocas variantes de productos y se ha prestado relativamente menos
atencidn al valor nutritivo de los micelios de hongos cultivados en cultivo sumergido (Rathore et
al., 2019).

Sin embargo, estudios previos indican que la biomasa micelial es eficaz en la formulacion
de alimentos, debido a que ofrece una mezcla de compuestos bioactivos saludables y
aprovechables (Zhou, Su & Zhang, 2012), ademas entre los diferentes compuestos de la biomasa
micelial se encuentran los polifenoles, y son los principales componentes antioxidantes naturales
(Cheng et al., 2013) que pueden ser usados para mejorar el contenido antioxidante a los alimentos
(Lu et al., 2020), pues al ser una fuente potencial de importantes antioxidantes puede usarse como
alimento nutracéutico y/o funcional (Heleno et al., 2012). Igualmente el consumo de biomasa de
hongos por via oral es eficaz al promover una mejor ingestion y absorcion de polisacaridos a nivel
intestinal, aportando en un alto porcentaje al sistema inmunoldgico (Barros et al., 2016); por otro
lado, los compuestos bioactivos de G. lucidum en varios solventes presentan actividad anti-
diabética, antioxidante y actian como eliminadores de radicales libres (Sharif, Shahid, Mushtagq,
Akram & Rashid, 2017), y estan relacionados con su mecanismo terapéutico para prevenir y tratar
enfermedades, como bronquitis cronica, hipertension, hiperlipidemia, diabetes, hepatitis, patologia
tumoral y envejecimiento (Lin, & Deng, 2019). Lo anterior, respalda la importancia del desarrollo
de métodos alternativos para la produccion de biomasa micelial (Liu & Zhang, 2018), pero sobre
la adicion del polvo de micelio para producir productos alimenticios funcionales que hay pocos
estudios y se necesita mas investigacion para ser adoptados por las industrias de procesamiento de

alimentos, de modo que puedan ser mejor aprovechados (Rathore et al., 2019).
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2.4. Propiedades antioxidantes de Ganoderma lucidum

Dada la mayor demanda e importancia de los antioxidantes naturales en la vida cotidiana,
la basqueda de compuestos naturales eficaces, no toxicos con actividad antioxidante se ha
convertido en un tema de interés cada vez mayor (Smina, Mathew, Janardhanan & Devasagayam,
2011), pues los antioxidantes naturales tienen la capacidad de proteger a los organismos y las
células del dafio provocado por el estrés oxidativo, el cual causa envejecimiento y enfermedades
degenerativas. Al igual que las plantas, los hongos acumulan una variedad de metabolitos
secundarios con actividad antioxidante (Kalyoncu, Oskay & Kayalar, 2010) y recientemente se ha
informado que varios hongos polypolares medicinales poseen una actividad antioxidante
significativa (Smina et al., 2011; Wang et al., 2019), como G. lucidum cuya actividad antioxidante
se ha relacionado con la presencia de compuestos de bajo peso molecular como los polifenoles y
también al contenido de triterpenos y polisacaridos de alto peso molecular (Santillan, Ovando,
Delgadillo, Garza, Bautista & Valencia, 2017). Los diversos metabolitos secundarios estan
presentes tanto en el micelio como en los carpéforos, que pueden actuar de manera sinérgica o no
sinérgica, sobre diversas funciones bioldgicas del organismo humano (Venturella et al., 2021).

Entre los diversos compuestos bioactivos de G. lucidum (incluidos triterpenoides, esteroles,
polisacaridos, taninos y acidos grasos), los polisacaridos y los compuestos fendlicos se consideran
componentes activos y se informa que poseen muchos efectos beneficiosos, como antitumorales,
cardiovasculares, respiratorios (Thuy & Tuyen, 2015), ademas diversos estudios han concluido
que los polisacaridos de G. lucidum son potentes antioxidantes (Wu & Wang, 2009) y sus
compuestos triterpénicos tiene alta actividad captadora de radicales libres, que son utilizados como

mecanismo de defensa contra sustancias oxidantes (Wang, X. Liu, Lian, Ke & J. Liu, 2019). Los
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radicales libres y las especies reactivas de oxigeno, se producen como productos secundarios de
varios procesos metabdlicos, pueden dafiar gravemente las células a traves de los procesos de
oxidacion. La presencia a largo plazo de radicales libres y especies reactivas de oxigeno acelera el
envejecimiento y numerosas enfermedades asociadas a la edad (Cor, Knez & Hrn¢i¢, 2018), por
lo tanto, la eliminacién de radicales libres es el factor principal para controlar el proceso
degenerativo o patoldgico de varias enfermedades graves en el cuerpo humano, como el
envejecimiento, cancer, Alzheimer, enfermedades del corazdn, los trastornos neurodegenerativos,
aterosclerosis e inflamacion (Rawat, Mohsin, Negi, Sah & Singh, 2013), por consiguiente, los
efectos de eliminacion de radicales libres por G. lucidum estan relacionados con su mecanismo
terapéutico para prevenir y tratar dichas enfermedades (Lin & Deng, 2019) y la funcion principal
de los productos de G. lucidum es inhibir las especies reactivas de oxigeno (ROS) (Rawat, Mohsin,
Negi, Sah & Singh, 2013; Lin & Deng, 2019), mediante la actividad de varios de sus compuestos
como los fenolicos, polisacaridos y triterpenos (Oludemi et al., 2018).

La medicidn de la actividad antioxidante se realiza por varios métodos quimicos diferentes,
como la actividad de eliminacion de 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), poder reductor,
capacidad quelante, actividad de eliminacion de radicales hidroxilo, actividad captadora de
radicales superdxido y actividad captadora del per6xido de hidrdégeno, entre otros, pero en cada
método la actividad antioxidante puede arrojar resultados diferentes dependiendo del método
empleado, por lo tanto, es aconsejable un enfoque con maltiples ensayos (Cor et al., 2018), pues
la medicion de la actividad antioxidante en un ensayo individual refleja solo la reactividad quimica
bajo ciertas condiciones de la prueba, por lo que es inapropiado generalizar los datos de un método

de medicion en particular como indicador de la actividad antioxidante total, por ende se deben
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realizar ensayos mas profundos de actividad antioxidante que impliquen varios métodos de la

actividad antioxidante (Gonzalez, 2017).

2.5. Marco de Referencia, Antecedentes del Tema
2.5.1. Aplicaciones de G. lucidum a los alimentos

Como ya se menciono anteriormente lo comin de G. lucidum es encontrar su polvo seco
bien sea del cuerpo fructifero o micelio en forma de capsula, que se emplea como un nutraceutico.
Por tanto, desde principios de la década de 1970, el cultivo de G. lucidum se ha convertido en una
fuente importante de hongos (Galor, Yuen, Buswell & Benzie, 2011), debido a la alta demanda en
el mercado global (Hassan et al., 2019), en el que hoy en dia existen innumerables suplementos de
Ganoderma (Venturella et al., 2021). Sin embargo, en la actualidad, se estan explorando
aplicaciones novedosas para los alimentos macrofuingicos basados en el cuerpo fructifero y los
micelios para mejorar el sabor y la nutricion de los alimentos (Lu et al., 2020).

La aplicacion de los hongos en los alimentos procesados se realiza de forma directa como
ingrediente o de forma indirecta como fuente de fermentacion (Moon & Lo, 2013). Una forma
directa de aplicacién de los hongos es su utilizacion en productos a base de harina como panes y
galletas, que mejoran el contenido antioxidante y nutricional (Lu et al., 2020). Por ejemplo, en
Corea, se ha empleado extractos G. lucidum durante el proceso de elaboracion de pan para producir
un producto saludable con una textura mejorada (Nguyen, Johnson, Jeffery, Danner & Bastian,
2018), por otra parte, una forma indirecta de aplicacion de los hongos, el uso de G. lucidum, en la
fermentacion de leche de soja, cuyo producto mostr6 una mejor aceptabilidad y mayores

propiedades para la salud después de la fermentacion por G. lucidum (Moon & Lo, 2013).
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La investigacion, el aseguramiento de la calidad y el control de los productos de
Ganoderma dependen del aislamiento/purificacion de los ingredientes activos y las separaciones
analiticas/preparativas (Paterson, 2006). Compuestos puros o extractos, por ejemplo, extractos
ricos en B-glucano de G. lucidum se utilizan como suplemento dietético, pero también tienen
potencial de uso como ingrediente alimentario (Lu et al., 2020). Los B-glucanos son polisacaridos
de By D-glucosa, que se encuentran de forma natural en la pared celular de los hongos (Hwang et
al., 2018) y actualmente estan siendo empleados como extractos de inclusidn en algunos alimentos.
Un estudio evalud la inclusion de f-glucanos de Ganoderma en yogur batido en cinco niveles de
concentracion (0-1,25%) en dos momentos diferentes de adicion (antes de la pasteurizacion, y
después de la inoculacion), los resultados indicaron que ni el nivel de concentracion ni el momento
de adicion afectan significativamente las propiedades microbiolégicas y sensoriales del yogur.
Ademas, la concentracion de B-glucanos fue mantenida durante la vida util del producto, lo cual
indicd que es posible elaborar un yogur funcional con B-glucanos derivados de G. lucidum,
aportando beneficios potenciales para desarrollos cientificos e industriales (Uriza, 2014), pese a lo
anterior, la aplicacion de G. lucidum como extracto en los alimentos es limitada, no ha sido
ampliamente investigada (Tabares & Toro, 2013) y representa un desafio adicional, ya que en el
empleo de extractos de polisacaridos fungicos en una matriz alimentaria en el procesamiento de
los alimentos se pueden tener interacciones con otros componentes alimentarios que influyen en
la eficacia de los polisacaridos en el producto alimenticio (Giavasis, 2014).

Ademas, uno de los principales problemas en la obtencion de polisacaridos bioactivos de
hongos y su incorporacion en alimentos es la dificultad en la liberacion de dichos compuestos a
partir de la ubicacion intracelular y la matriz compleja del cuerpo fructifero, pues los métodos

convencionales de extraccion de polisacaridos de hongos, como la extraccion con agua caliente
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(HWE) y la extraccién acida o alcalina (AE), requieren un tiempo de tratamiento prolongado (hasta
24 h) y una temperatura de funcionamiento alta (50 -100 °C), lo que provoca la coagulacion de las
proteinas, la modificacion estructural del polisacarido y la degradacion de los compuestos
sensibles a la temperatura; mientras que el tiempo de tratamiento prolongado provoca la liberacion
de grandes cantidades de componentes indeseables de la pared celular (Leong, Yang & Chang,
2021), pero debido al constante uso de extractos de G. lucidum para la produccion de alimentos y
nutraceuticos, se han intensificado las investigaciones en nuevos métodos de extraccion mas
rapidos y eficientes. Los extractos empleados para el desarrollo de nuevos productos con
caracteristicas funcionales mejoradas, son en forma de jarabe o polvo concentrado (Veljovic¢ etal.,
2019). No obstante, la separacion de componentes individuales es dificil, requiere mucho tiempo
y es costoso; por lo tanto, las industrias solo buscan el aislamiento aleatorio de compuestos en
forma de extracto crudo de hongos (Sudheer et al., 2019).

En los dltimos afios, ha sido un desafio desarrollar metodologias para la obtencion,
recuperacion, extraccion y analisis de compuestos bioactivos de G. lucidum (Sudheer et al., 2019),
por lo que la investigacion en la tecnologia de produccién de bioactivos para que sea rentable, se
ha centrado en la produccion en masa de micelio de Ganoderma utilizando un tanque de
fermentacién en medio liquido (Li, Dong, Wen & Liu, 2016), ya que los altos costos de produccion
o purificacion, bajos rendimientos o erraticos y caracteristicas quimicas inestables (es decir,
composicién), han hecho viable la produccion de biomasa micelial (Giavasis, 2014) en parte dado
a que G. lucidum la produccién de compuestos bioactivos como los polisacaridos en cultivos
sumergidos requieren menos pasos Yy el proceso de extraccion es mas simple (Y. Jeong, S. Jeong,
Yang, Islam & Song, 2009), pues en la fermentacion sumergida, se recupera la biomasa

generalmente por filtracion bajo succion o centrifugacion y cuando se pretende cuantificar la
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biomasa, ésta se filtra a través de un papel de filtro previamente pesado o una membrana con un
tamafio estandar de poro. Algunos autores filtran la biomasa, la lavan con agua destilada,
centrifugan y luego secan la biomasa hasta peso constante a temperaturas que van desde los 50 a
los 105 °C (Wagner et al., 2003); esta biomasa seca, la emplean directamente a una matriz
alimentaria o se obtiene un extracto y/o se extrae algiin compuesto bioactivo individual (Kalyoncu,
Oskay & Kayalar, 2010). Por lo anterior, las investigaciones han dirigido sus esfuerzos en la
produccion de sustancias bioactivas en fermentacién sumergida, principalmente mediante el
estudio de las condiciones de cultivo y los medios formulados para producir biomasa y
metabolitos, empleados en el desarrollo de productos basados en micelios como los alimentos
macrofingicos. Actualmente los estudios de crecimiento micelial de G. lucidum en funcion de la
composicién cualitativa del medio nutritivo ha tomado gran importancia y esta siendo

ampliamente investigada (Avtonomova, Krasnopol’skaya & Maksimov, 2006).

2.5.2. Fuentes no convencionales en el cultivo sumergido de Ganoderma lucidum

La fermentacidon sumergida de Ganoderma es una alternativa prometedora porgue tiene un
ciclo de produccién mas corto, un mayor rendimiento del producto, una calidad constante y un
costo mas bajo (Li, Dong, Wen & Liu, 2016), por lo anterior los productos a base de micelios y
caldos de cultivo de G. lucidum han adquirido una mayor importancia (Galor et al., 2011). En la
fermentacidn sumergida varios autores han utilizado diferentes composiciones de sustrato para el
cultivo de G. lucidum (Boh et al., 2007), pero para la produccion de biomasa de hongos
medicinales, las fuentes de carbono mas utilizadas son glucosa, maltosa, galactosa y lactosa,
compuestos puros que incrementan los costos de obtencion de biomasa micelial y de bioactivos

(Zapata et al., 2007). Sin embargo, son pocos los estudios en el que se ha utilizado fuentes de
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carbono poco convencionales en el cultivo sumergido de G. lucidum. Ciu et al (2015) evalué cinco
fuentes de carbono (glucosa, extracto de maiz en polvo, mosto, sacarosa y almidon soluble) en el
cultivo sumergido de G. lucidum, la biomasa micelial y la produccion de triterpenoides
intracelulares se utilizaron como indicadores de seleccion. En la fermentacién sumergida de G.
lucidum utilizando mosto se obtuvieron 1,87 g/100mL y 93,21 mg/100mL de biomasa micelial y
triterpenoides intracelulares, respectivamente. Los autores establecieron que el mosto, que es
barato y abundante, puede reemplazar a la glucosa mas cominmente utilizada como Unica fuente
de carbohidratos en la fermentacién sumergida de G. lucidum. Por otra parte, Wang et al (2018)
evaluaron el crecimiento de G. lucidum en jugo de cafia de azlcar durante 14 dias, encontrando
que las concentraciones de sacarosa en el jugo de cafa se redujeron por debajo de 15 g/L durante
los 14 dias de fermentacion y que G. lucidum puede convertir efectivamente el azlcar en
polisacaridos y proteinas funcionales indicando que el jugo de cafia de azlcar es un medio de
cultivo adecuado para G. lucidum. Otra fuente no convencional poco estudiada ha sido el permeado
de suero de leche como medio de crecimiento alternativo para el cultivo de micelios de G. lucidum,
investigadores han encontrado las condiciones Optimas de: concentracion de sustrato (25 a 45 g de
lactosa / L), pH (3,5 a 5,5) y temperatura (25 a 35 °C), para el crecimiento micelial maximo, lo
que da resultados promisorios que benefician el uso de este subproducto de la industria de
fabricacion de queso (Behera & Gupta, 2015). En cuanto a fermentaciones liquidas de Ganoderma
en Colombia, han sido muy escasas las investigaciones y aun mas el estudio de medios no
convencionales, en este campo se han realizado estudios con Ganoderma sp, aislado de la region
andina, para la produccion de polisacaridos, utilizando como sustrato un residuo lignoceluldsico
de la industria agricola suplementado con glucosa y lactosa, en este estudio encontraron que las

condiciones mas adecuadas y viables para la produccion de biomasay polisacaridos de Ganoderma
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sp., son: 10 dias de incubacién, lactosa 10%, pH=4,0, T= 30°C, 300 rpm y 1 vvm (volumen de aire
por volumen de medio por minuto) (Lopez et al., 2016).

En este contexto se puede decir que la fermentacion liquida con fuentes no convencionales
brinda la oportunidad de optimizar los rendimientos, ademas, como la mayoria de los metabolitos
se sintetizan extracelularmente, su recuperacion también es mucho mas sencilla. Sin embargo, la
eventual explotacion de la fermentacion liquida estara determinada por su productividad y eficacia
biolégica (Antunes et al., 2020), pero cabe mencionar que el cultivo sumergido de macrohongos
da como resultado un procesamiento mucho mas rapido y, por lo tanto, ofrece una herramienta
prometedora para la produccion industrial de compuestos bioactivos de valor agregado. No
obstante, todavia existe una gran necesidad de una investigacion exhaustiva sobre los sistemas de
cultivo en medio liquido que garanticen la efectividad de los bioprocesos (Jaros, Kébsch & Rohm,

2018).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo General

Evaluar la cinética de optimizacion y la calidad quimica de la biomasa micelial de

Ganoderma lucidum obtenida por fermentacion en medio liquido con residuos de café y el efecto

sensorial por su inclusion en una bebida de café de origen narifiense.

3.2. Objetivos especificos

Evaluar la cinética de optimizacion de la produccién de biomasa micelial y polisacaridos
totales de Ganoderma lucidum, obtenidos por fermentacién liquida con residuos de café.
Determinar la actividad antioxidante, la cuantificacion de fenoles totales y el anélisis por
FTIR del extracto acuoso del micelio de Ganoderma lucidum, producido en condiciones
de optimizacion.

Determinar el perfil sensorial de la bebida de café narifiense, con adicion de biomasa

micelial de Ganoderma lucidum producido en condiciones de optimizacion, en diferentes

concentraciones.
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4. METODOLOGIA

4.1. Localizacion de la investigacion

Las pruebas de laboratorio como de los cultivos in vitro y liquido se desarrollaron en el
laboratorio del grupo de Investigacién en Biotecnologia Agroindustrial y Ambiental (BIOTA) de
la Universidad de Narifio.
4.2. Disefio Experimental

Se estudiaron las condiciones de optimizacion de la produccion de biomasa y polisacaridos
totales solubles en agua de G. lucidum en funcién de su medio de fermentacion. Para el disefio
experimental se desarrollé un disefio central compuesto 23 con base en la metodologia de superficie
de respuesta con 5 puntos centrales y cuatro puntos axiales, empleando la biomasa micelial
producida y polisacaridos totales como respuesta, evaluando los factores de pH, fuente de carbono
(cascarilla de café) y fuente de nitrégeno (extracto de levadura), para la optimizacion del medio
de cultivo de G. lucidum. Los resultados se analizaron de acuerdo a los valores obtenidos en el
ANOVA, mediante el empleo del paquete estadistico (STATGRAPHICS CENTURION XVI) con
un nivel de significancia menor o igual a 5%.
4.3. Adquisicion del residuo de café

La cascarilla de café (Figura 3) se adquiri6 de los cultivos de café variedad Colombia de la
finca EI Mango, ubicada en el corregimiento de Tunja Grande municipio de la Florida,

departamento de Narifio.

Figura 3. Cascarilla de café empleada en este estudio. (Fuente: Esta investigacion)
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4.4. Metodos empleados
4.4.1. Cultivo invitro de G. lucidum

Para el desarrollo del cultivo sumergido primeramente se obtuvo micelio in vitro a partir
del cuerpo fructifero de G. lucidum (Figura 4a). Los cuerpos fructiferos empleados en la
investigacion fueron de la cepa de G. lucidum WC806 de la Universidad de Pensilvania, la cual se
adquirié de la Universidad de Caldas. Los cuerpos fructiferos del hongo se trasladaron al
Laboratorio del Grupo de Investigacién en Biotecnologia Agroindustrial y Ambiental (Biota) de
la Universidad de Narifio, se desinfectaron y conservaron en refrigeracion hasta los posteriores
ensayos. En el cultivo in vitro se tom6 un pequefio trozo de tejido interno del carpéforo de G.
lucidum y se coloc6 en un medio de agar papa dextrosa (PDA) esterilizado en placas de Petri
(Figura 4b), el medio inoculado se incubd a 25-30 °C durante 14 dias hasta invasion completa del
micelio. La incubadora empleada en la investigacién fue adaptada a escala de laboratorio; la cual
fue construida con recipientes plasticos y el control de la temperatura se realiz6 mediante un

termostato digital w1-209 (Figura 4c).

Figura 4. Cultivo in vitro. a) Cuerpo fructifero de G. lucidum. b) Tejido interno de G. lucidum en caja Petri

con PDA. ¢) Incubadora adaptada a laboratorio. d) Invasion micelial. (Fuente: Esta investigacion)
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Una vez lograda la invasion completa del micelio de G. lucidum en cajas Petri, estos se
Ilevaron a refrigeracion hasta los posteriores ensayos de inoculacion al medio liquido.
4.4.2. Acondicionamiento de los residuos de café y su montaje en fermentacion liquida para

la produccion de biomasa micelial de G. lucidum

La cascarilla de café se lavd y seco al ambiente; una vez seca se molio en un molino manual
marca Corona y se tamizé a través de un tamiz de malla 40 para obtener un polvo fino (Liu &
Zhang, 2019). Este polvo fino se adicion6 al medio liquido para el cultivo sumergido de G.
lucidum, que se llevé a cabo en recipientes de vidrio de 100 mL (Figura 5), en el medio
previamente esterilizado en autoclave a 1 atm y 121 °C durante 15 min (Giorgio et al., 2015). Para
la inoculacién se utiliz6 como inéculo un cubo de 1x1 cm de micelio de G. lucidum en PDA el
cual se transfirié asépticamente al medio de fermentacion liquido previamente acondicionado
(Kausar et al., 2019). En los recipientes ademas se introdujo una esfera de cristal que permitié
realizar una agitacion manual. Los matraces inoculados se mantuvieron a 28 °C por 14 dias, tiempo

requerido para el desarrollo del micelio.

Figura 5. Fermentacidon liquida de G. lucidum. a) Adecuacién cascarilla de café. b) Preparacion del medio liquido
con el residuo de café. ¢) Medio liquido preparado con inoculacion de micelio en PDA de G. lucidum. d) Formacion

del micelio en el medio liquido. (Fuente: Esta investigacion)
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El medio de fermentacion liquido de G. lucidum, se prepard con algunas modificaciones
de acuerdo a la metodologia empleada por Tang y Zhong (2002), con los siguientes componentes:
sacarosa, 35¢/L; KH2PO4, 1g/L; MgSO4, 0,5¢/L. Se aclara en el medio liquido el componente de
sacarosa, se lo hace como suplemento, pero en este caso se empled azlcar de cocina. En un medio
liquido donde se trabaje con una fuente de carbono compleja se suplementa con un carbohidrato
(sacarosa) con el objetivo de activar la cepa y darle oportunidad para su adecuacion a la nueva
fuente de carbono mas compleja (Vega, 2016). El medio con los componentes mencionados, se
los complemento con polvo de cascarilla de café y extracto de levadura, ya que el objetivo de esta
investigacion fue la optimizacion de la produccion de biomasa micelial y de polisacaridos en
funcion de la composicion del medio, donde las variables de: cascarilla de café como fuente de
carbono, extracto de levadura como fuente de nitrégeno y modificacidn del pH inicial del medio;
los niveles se usaron con base en los valores usados por Cui et al. (2015): 3,5-4,5% de fuente
carbono, 1,5-2,3% de extracto de levadura y pH de 5-6; el pH fue ajustado con acido lactico antes
de la esterilizacion. La matriz experimental se indica en la Tabla 1. Para cada variable a analizar
se realizaron dos réplicas para un total de 38 corridas experimentales.

Tabla 1.

Matriz experimental

%Cascarilla YExtracto pH
N_o (A) levadura ©)
Corridas (B)
1 4 19 55
2 4 19 55
3 4 1,9 55
4 4 1,9 55
5 4 1,9 55
6 3,5 15 5
7 4,5 1,5 5
8 3,5 2,3 5

(Continua)
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%EXxtracto
No %Cascarilla  levadura pH
Corridas (A) (B) (©)
9 4,5 2,3 5
10 35 1,5 6
11 4,5 1,5 6
12 35 2,3 6
13 4,5 2,3 6
14 3,16 1,9 55
15 4,84 1,9 55
16 4 1,23 55
17 4 2,57 55
18 4 1,9 4,66
19 4 1,9 6,34

Fuente. Esta investigacion

Una vez desarrollado el micelio en los medios preparados acorde a la matriz experimental,

se realiz6 la determinacién de la biomasa micelial y la determinacion de polisacéaridos totales

solubles en agua.

4.4.3. Determinacién de biomasa micelial

La biomasa obtenida en las diferentes corridas de la matriz experimental (Tabla 1), se filtr6

a través de papel de filtro Whatman No. 1 (Figura 6). La biomasa obtenida se lav6é con agua

destilada hasta obtener un filtrado transparente, luego se secd en estufa hasta peso constante a 50

°C (Feng, Li, Wu, Cheng & Ma, 2010). Se registro el peso y luego se moli6 cada muestra hasta

obtener un polvo fino, el cual se almacend para las posteriores pruebas quimicas.
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(o688

Figura 6. Determinacién de la biomasa. a) Filtracion de la biomasa. b) Peso de la biomasa seca. (Fuente: Esta

investigacion)
4.4.4. Determinacion de polisacaridos totales solubles en agua

La evaluacién de los polisacaridos totales solubles en agua se baso en el color de reaccion

de los polisacaridos y sus derivados con fenol y acido sulfarico concentrado (Prasetyo, Jatmiko,
Poeloengasih & Kismurtono, 2017). Para esto, el polvo de biomasa micelial de G. lucidum (100
mg) se sometid a extraccion con agua caliente a 95°C; del extracto acuoso de biomasa de G.
lucidum se tom6 10 ml y se afiadié 1 ml de fenol al 5% (Figura 7). La mezcla se agit6 durante 2
min, luego se afiadi6 a la soluciéon 5 ml de acido sulfarico concentrado (H2SO4) (98% v/ V) y se
agito durante 5 min. La concentracion de polisacaridos solubles en agua en la solucién de extracto
se determind cuantitativamente midiendo la absorbancia a 490 nm. La curva estandar para la
determinacion de polisacaridos totales solubles en extracto acuoso de G. lucidum se cuantifico

usando glucosa grado analitico y agua destilada como solucidn en blanco (Prasetyo et al., 2017).

Figura 7. Determinacion de polisacaridos totales solubles en agua de G. lucidum. a) Obtencidn de extractos. b) Rx de

extractos acuosos con fenol y &cido sulfurico listas para medicion de absorbancia. (Fuente: Esta investigacion)
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4.45. Modelado de la cinéetica de crecimiento de G. lucidum

Una vez determinados los puntos oOptimos de produccion de biomasa micelial y
polisacaridos totales de G lucidum en funcion de su medio, se tomaron los puntos que maximizan
su produccion, para el estudio del modelado de crecimiento micelial mediante la cinética de la raiz
cubica y la ecuacion logistica de no linealidad y para la formacién de producto (polisacaridos
totales) se baso en la ecuacion de Luedeking-Piret. Para el estudio del modelo cinético se corrieron
maltiples matraces al mismo tiempo y se tomaron dos matraces para el muestreo diario por

separado hasta la invasion del micelio en el medio.

4.45.1. Estudio del modelado cinético de crecimiento micelial

La relacion matematica de produccion micelial de G. lucidum es muy interesante para
predecir y controlar el proceso en la fermentacion industrial. Se asume tradicionalmente que los
cultivos en pellet siguen la cinética de la raiz ctbica. Por lo tanto, para la presente investigacion
se utilice la expresion biocinética de Emerson para el modelado del crecimiento cinético de G.
lucidum (Feng, Li, Wu, Cheng & Ma, 2010), pero para tener un mejor ajuste de los modelos de
cinética de crecimiento también se empled la ecuacién logistica de no linealidad. Las ecuaciones
se indican a continuacion:

Ecuacion 1 ya mencionada anteriormente para la cinética de la raiz cubica, expresion de

Emerson:

1/3 1/3
3 =kt + M (1)

M
Donde M es la biomasa (g/l), kc es una constante ((g/1)1/3 - h)), y t es el tiempo de
fermentacidn (h) (Narkprasom, Guo, Huang, & Guu, 2012).

Ecuacion 6 logistica de no linealidad:
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_ A
(1+B;**)

y (6)

Donde y es el crecimiento expresado como peso seco del micelio (g/l), A es la tasa de
crecimiento maxima de la variable dependiente a modelar (g/l), B es la escala constante de la
ecuacion, k es la relacion relativa instantanea tasa de crecimiento de la ecuacidn, e es la base

logaritmica natural (Wang et al., 2018).

4.4.5.2. Modelado de la formacién del producto

La cinética de la produccion de polisacaridos totales se baso en la ecuacién de Luedeking-
Piret, que son usadas para modelar el crecimiento celular y la tasa de formacion del producto
metabdlico deseado, pues a partir de este se puede describir las relaciones entre las principales
variables de estado y se explica cuantitativamente el comportamiento del sistema (Benkortbi,
Hanini & Bentahar, 2007). Por lo tanto, la cinética de generacion de polisacaridos, se basé en la

siguiente ecuacion:

dpP dx
-2, T80

Donde P representa la concentracion del producto, a es la constante asociada al crecimiento
para la ecuacion de Luedeking-Piret, y B es la constante no asociada al crecimiento (Feng J, Feng
N, Zhang, Yang, Jia & Lin, 2016).

Las ecuaciones (1), (6) y (5) se utilizaron para modelar los resultados experimentales, la
estimacion de parametros cinéticos de crecimiento micelial, como de formacion de producto de
las ecuaciones mencionadas, se realizo mediante el software MATLAB R2014. En todos los casos

se tomaron dos repeticiones (n = 2) durante los diferentes tiempos de crecimiento micelial.
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4.4.6. Cuantificacion de polifenoles totales y la actividad antioxidante de la biomasa de G.

lucidum

La cuantificacion de polifenoles totales y la actividad antioxidante se realizaron para la
biomasa micelial producida en condiciones dptimas de produccion de G. lucidum, de igual forma
se evalud la actividad antioxidante al cuerpo fructifero de G. lucidum del cual se obtuvo micelio
en PDA vy el cual fue el indculo para la fermentacion sumergida; se realizo esto con el fin de
comparar la eficacia del proceso de fermentacion en fase liquida. Para la biomasa micelial como
para el cuerpo fructifero de G. lucidum, primeramente, se obtuvieron extractos acuosos que se
prepararon de acuerdo a la metodologia de Mueses y Benavides (2022). 2 g de cuerpo fructifero
secado al ambiente y 2 g de biomasa micelial en polvo se adicionaron por separado en 100 ml de
agua destilada, se llevaron a ebullicion por 3 minutos, una vez transcurrido el tiempo de ebullicion
se dejaron en reposo los extractos hasta la temperatura ambiente, se filtraron con papel filtro
Whatman No. 1 y se aforaron a 100 ml con agua destilada (Figura 8). Los extractos acuosos
obtenidos son los que se emplean para la cuantificacién de polifenoles totales y actividad

antioxidante.

Figura 8. Obtencidn de extractos acuosos de G. lucidum. a) Ebullicion de las muestras. b) Filtracion de las muestras.

c) Extractos acuosos. (Fuente: Esta investigacion)
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4.4.6.1. Cuantificacion de polifenoles totales

La cuantificacion se realizé por el método de Folin Ciocalteu (F-C), utilizando como buffer
Na,COs al 20% p/v, la curva de calibracién se hizo utilizando como estandar una solucion de acido
galico (AG) a 1000 ppm, y a partir de esta solucién se prepararon soluciones de 50, 100, 300, 500
y 700 ppm de AG en agua destilada (ver Anexo B). En un matraz se colocé 1 mL de muestra
(extracto acuoso de biomasa micelial y extracto acuoso de cuerpo fructifero del hongo,
respectivamente), 1 mL de reactivo de F-C, 4 mL de solucién de Na2CO3 y se afor6 a 10 mL con
agua destilada, se calenté a 50 °C en un bafio Maria por 10 min y se midio la absorbancia a 765
nm en un espectrofotometro marca Thermo scientific genesys 10 UV (Figura 9). Los ensayos se
realizaron por duplicado, los resultados promedio de las lecturas se expresaron en mg equivalentes

de acido galico por gramo de muestra (mg EAG/g) (Santillan et al., 2017).

b
IS0 Bright  37.31

Figura 9. Evaluacion de polifenoles de G. lucidum. a) Rx de muestras acuosas con reactivo de F-C. b) Medicién de

absorbancia de las muestras. (Fuente: Esta investigacion)

4.4.6.2. Determinacién de la actividad antioxidante por el método DPPH

Se prepar6 una solucion de DPPH a 0,1 mM en etanol absoluto, para ello se pesé 0.01 g de
DPPH en un matraz aforado, previamente tarado y protegido contra la luz. Se disolvio en 50 mL
de etanol absoluto. La solucion se ubicé en un lugar oscuro durante 20 min con la finalidad de
lograr una adecuada disolucion. La solucion de DPPH (3,9 ml) en etanol se mezcld con la solucion

de cada extracto acuoso (0,1 ml) en concentraciones en intervalos de 0,25-2 % p/v. La reaccion
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para eliminar radicales DPPHe se realizO a temperatura ambiente y la disminucion de la
absorbancia se midio a 515 nm luego de transcurridos 30 minutos de reaccion. Los resultados se
expresaron en valores pmol TEAC/g extracto crudo (pmol equivalentes de Trolox por g de extracto
crudo), mediante la construccion de una curva patron usando como antioxidante TROLOX en
etanol en concentraciones de 100 a 1500 uM (Ver Anexo B), con 870 pL de etanol y 130 pL de
solucion de DPPH.
4.4.7. Analisis por FTIR de G. lucidum

Los analisis FTIR se realizaron para la biomasa micelial y el cuerpo fructifero de G.
lucidum, con el fin de hacer un comparativo y establecer la eficacia del proceso fermentativo en
fase liquida, adicionalmente se realiz6 el analisis FTIR de un producto comercial de Ganoderma
para observar los grupos organicos que se encuentren presente de Ganoderma y de esta forma
poder establecer una eficacia de emplear la biomasa micelial obtenida en el café narifiense. El
cuerpo fructifero en polvo y la biomasa micelial (del proceso de produccion optimizado) y
Ganocafe se mezclaron uniformemente con polvo de bromuro de potasio (KBr), respectivamente.
La mezcla se presiono en una tableta ejerciendo una presion manual mediante una prensa manual
(Figura 10), hasta formar una tableta, la medicion se realizé en un espectrofotometro IR Affinity

1S en el rango de frecuencia 4000-400 cm* (Kan et al., 2014).

Figura 10. Andlisis FTIR. a) Prensa manual. b) Medicién en el espectrofotdmetro IR Affinity (Fuente:

Esta Investigacion)
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4.4.8. Dosificacion de biomasa micelial de G. lucidum al café

Para la dosificacion del G. lucidum al café se tomd como referencia la metodologia
empleada previamente en el grupo de investigacion Biota de la Universidad de Narifio, en el cual
se establecen 3 niveles de concentracion para el polvo del cuerpo fructifero del hongo G. lucidum
en la bebida de café (6, 8 y 10%), valores que estan en el rango de concentracion recomendada
para obtener beneficios en una dieta normal de consumo. Sin embargo, en esta investigacion se
realiz6 la inclusién de biomasa micelial obtenida del proceso de fermentacion optimizado en fase
liquida del hongo. El café en polvo empleado en la inclusion de la biomasa fue proporcionado por
la empresa Café de Altura S.A.S de la ciudad de Pasto, el cual se mezcl6 con la biomasa a las

concentraciones establecidas.

4.4.9. Anadlisis sensorial

El andlisis sensorial de las muestras de café con la dosificacion de biomasa micelial de G.
lucidum se realizé en la empresa Café de Altura S.A.S de la ciudad de Pasto, con el apoyo de un
panel experto de catacion de café que cuenta con certificacion en “Q. grader” del Coffe Quality
Institute (CQI). El andlisis sensorial se realizO de acuerdo a las recomendaciones del juez
entrenado. Para la preparacién de las bebidas de café se emple6 un café originario del municipio
de Yacuanquer-Narifio con tostion media, se anexa su ficha técnica (Ver anexo A). En la
preparacion de las muestras se tomaron 10 g de café en 110 mL de agua, en total se prepararon 9
muestras, 3 correspondieron al control (Café sin adicion de biomasa micelial) y dos muestras para

cada una de las diferentes concentraciones (6, 8 y 10%) (Figura 11).



51

Figura 11. Anélisis sensorial. a) Muestras de café narifiense molido y adicionado biomasa micelial a diferentes
concentraciones. b) Muestras preparadas para el analisis sensorial. (Fuente: Esta investigacion)

Para determinar el perfil de taza o perfil de sabores, se evaluaron los atributos relacionados
con el sabor del café: Fragancia/aroma, sabor, sabor residual, acidez, cuerpo, balance, uniformidad,
taza limpia, dulzura, defectos y nota global; por parte del experto de cataciéon. Los atributos
corresponden a los analisis que se realizan bajo el protocolo de la SCAA (siglas en ingles que
significa Asociacion de Cafés Especiales de América). El analisis sensorial del perfil de taza se
determind de acuerdo a la clasificacion por puntajes establecida por el protocolo SCAA, y
mediante la comparacion del grafico radar o arafia. La clasificacion de puntajes se indica a
continuacion:

Tabla 2.

Clasificacion del café de acuerdo al puntaje obtenido en el andlisis sensorial

Clasificacion
6,00 Bueno 7,00 Muy Bueno 8,00 Excelente 9,00 Extraordinario
6,25 7,25 8,25 9,25
6,50 7,50 8,50 9,50
6,75 7,75 8,75 9,75

Fuente. Formato protocolo SCAA
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Los perfiles descriptivos de las muestras de café con biomasa micelial de G. luciudm
evaluadas se realizaron mediante la utilizacion del grafico de tipo radar arafia haciendo uso del

software STATGRAPHICS CENTURION XV.
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5. RESULTADOSY DISCUSION

5.1. Optimizacion del medio de fermentacion sumergida de G. lucidum

Se evaluaron los efectos del porcentaje de la fuente de carbono (A), nitrégeno (B) y pH
inicial (C) del medio de cultivo sobre la biomasa y la produccion polisacaridos totales de G.
lucidum. Se utilizaron 19 conjuntos distintos con dos réplicas sobre las condiciones de cultivo para
la optimizacion en la metodologia de superficies de respuesta (Tabla 3).
Tabla 3.
Matriz experimental con resultados para la produccion de biomasa micelial y polisacaridos

totales de G. lucidum

Variables Respuesta
. .
Colr\llr? das %Cascarilla /;’5/)253(?;0 pH Biomasa g/mL Ponlqlszlige;\r/llgos
1 4 19 55 0,003202 +0,001325 2,5407 +0,064
2 4 1,9 55 0,003242 +0,000023 3,9068 + 0,080
3 4 1,9 55 0,003152 +0,000098 4,1739+0,121
4 4 1,9 55 0,003246 +0,000209 5,9636 + 0,836
5 4 1,9 55 0,002974 +0,000328 4,1284 + 0,088
6 35 15 5 0,001418 +0,000260 8,2136 + 0,820
7 4,5 15 5 0,000889 +0,000720 6,4864 +0,129
8 35 2,3 5 0,001444 +0,000153 6,4125+0,104
9 4.5 2,3 5 0,001139 +0,000276 19,1795 + 0,900
10 35 15 6 0,000599 +0,000607 7,0148 +0,153
11 4,5 15 6 0,000937 +0,000751 6,4239 + 0,699
12 35 2,3 6 0,000955 +0,000680 7,2136 +0,016
13 4,5 2,3 6 0,001182 +0,000557 10,2080 + 1,165
14 3,16 19 55 0,002846 +0,002096 4,5375+ 0,153
15 4,84 19 55 0,001132 +0,000042 7,0489 + 0,426
16 4 1,23 55 0,002327 +0,002324 2,7648 + 0,747
17 4 2,57 55 0,000709 +0,000083 15,7761 + 1,213
18 4 1,9 4,66 0,001369 +0,000909 13,0602 + 0,346
19 4 1,9 6,34 0,000687 +0,000075 6,4295+0,177

Fuente. Esta investigacion
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5.1.1. Optimizacion de la produccion de biomasa micelial

La tabla ANOVA (Anexo C) para la produccion de biomasa micelial, indica que los
coeficientes lineales y los coeficientes de interaccion no son significativos (p-valor > 0,05),
mientras que los coeficientes del término cuadratico (AxA, BxB y CxC), que resultaron ser efectos
negativos, son significativas (p-valor < 0,05) con un nivel de significancia del 95%, lo cual quiere
decir que tienen una influencia significativa sobre la respuesta. El estadistico R? del 87,34% y un
R? ajustado de 74,67% indico que el modelo es estadisticamente significativo, mas del 80% de los
resultados estan representados en el modelo, es decir mas del 80% puede explicar la variabilidad
en la respuesta, mientras que la variabilidad restante no. El p-valor del estadistico Durbin Watson
fue 0,6945 con lo cual se pudo probar, que no existe autocorrelacion o correlacion serial
significativa. La adecuacion del modelo por medio del anélisis de los residuos se presenta en el
Anexo C.

La Ecuacion 7 corresponde al modelo de segundo orden que se ajustd a los datos
experimentales.

Biomasa [g/mL] = -0,120516 + 0,011169*%Cascarilla + 0,0138046*%Levadura +
0,0328858*pH - 0,00195149*%Cascarilla®2 + 0,000070625*%Cascarilla*%Levadura +
0,0006995*%Cascarilla*pH - 0,00408997*%Levadura*2 + 0,000203125*%Levadura*pH -
0,00331054*pH"2 Ec. 7

El modelo de segundo orden que se ajusto a los datos experimentales se representé como
graficos de superficies de respuestas y graficos de contorno que se muestra en la Figura 12, e ilustra
los efectos de la combinacion de la fuente de carbono, nitrogeno y pH inicial del medio sobre la

variable de respuesta, en este caso la biomasa micelial producida. Cada figura presenta el efecto
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de dos variables en la produccién de biomasa micelial mientras que la otra variable se mantuvo en

el nivel cero.
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A partir de los graficos de superficie de respuesta, es facil comprender las interacciones
entre dos factores. La Figura 12 (A) muestra el efecto de la fuente de carbono (%Cascarilla) y la
fuente de nitrégeno (%Extracto de levadura), la Figura 12 (B) muestra el efecto de la fuente de
carbono y el pH inicial del medio y la Figura 12 (C) muestra el efecto de la fuente de nitr6geno y
pH inicial del medio sobre la produccion de biomasa micelial de G. lucidum. Como se ilustra en
las Figuras 12 (A, B, C), el rendimiento de la biomasa se ve reducido en los niveles altos y bajos
de las tres variables evaluadas. Por su parte los graficos de contorno (Figura 12 (a, b, ¢)) ilustran
la region optima donde hay mayor rendimiento de la biomasa, pero de acuerdo al modelo (Ec. 7)
se predijo el maximo rendimiento de biomasa bajo las condiciones dptimas de: %Cascarilla 3,86;
%Extracto de levadura 1,85y pH inicial del medio de 5,4 con un rendimiento maximo de biomasa
0,0032 g/mL.

En las gréaficas de superficie de respuestas (Figura 12 (A, B, C)) se observa que para las
tres variables de estudio el rendimiento de la biomasa incrementa al aumentar sus niveles, pero
disminuyen cuando las concentraciones de las variables son excesivas. Similares resultados fueron
encontrados por Cui et al. (2015) quienes optimizaron el medio de cultivo sumergido de G.
lucidum, pero en este estudio el mosto de cebada fue empleado como fuente de carbono; los autores
encontraron que el rendimiento de la biomasa incrementa significativamente al aumentar los
niveles de mosto y extracto de levadura, pero disminuye cuando las concentraciones de las
variables son excesivas es decir a concentraciones de 4,8% de fuente de carbono y 2,5% de fuente
de nitrogeno, estas concentraciones las fuentes de carbono y nitrogeno es desfavorable para el
crecimiento micelial y la biosintesis de metabolitos de G. lucidum, debido a que provocan una
mayor presién osmética a causa de la alta concentracién. Lo anterior explica los resultados

obtenidos en la investigacion, pues si bien se encontré que la biomasa incrementa a medida que
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aumenta la concentracion de cascarilla y el extracto de levadura, ésta disminuye con niveles
excesivos, siendo la composicion quimica del medio de cultivo un factor importante que influye
en el desarrollo de la biomasa micelial de G. lucidum.

En la fermentacion liquida de G. lucidum la glucosa es la fuente de carbono preferida para
la acumulacién de biomasa y polisacaridos en comparacion con otras fuentes de carbono como la
lactosa, xilosa, galactosa, manosa, maltosa y sacarosa (Hu et al., 2018). La preferencia de la
glucosa sobre otras fuentes de carbono puede deberse a la rapida metabolizacién de la glucosa por
parte de los hongos para producir energia celular facilmente (Jayasinghe, Imtiaj, Hur, G. Lee, T.
Lee & Y. Lee, 2008). Sin embargo, otras fuentes de carbono no convencionales y mas complejas
como los cereales presentan elementos trazas que influyen en la biosintesis de muchos metabolitos,
pero son pocos los trabajos que han realizado la evaluacion de su efecto sobre la produccion de la
biomasa de hongos medicinales (Lépez, Diaz & Garcés, 2011) y alin mas escasos son los estudios
en el que se empleen residuos en la fermentacion liquida de G. lucidum; en la presente
investigacion se emple6 como fuente de carbono cascarilla de café un residuo agroindustrial que
de acuerdo a la literatura presenta un alto contenido de carbohidratos con potencial para ser
aprovechado en la fermentacion liquida; pues los carbohidratos pueden favorecer un eficaz
desarrollo celular de los macromicetos (Chaves et al., 2013), ademas G. lucidum depende
completamente de la descomposicion de la madera para obtener sus nutrientes de crecimiento, por
ello este hongo ha sido adaptable a docenas de residuos agroindustriales (Hu et al., 2017). Sin
embargo, en la investigacion se encontro que en la fermentacion liquida de G. lucidum, el uso de
residuos lignocelulésicos como la cascarilla de café produce un bajo rendimiento de la biomasa,
pues bajo las condiciones éptimas se puede obtener 3,22 g/L de biomasa. Varios articulos sobre

fermentacion liquida de G. lucidum han reportado rendimientos de biomasa de 3,99 a 7,9 g/L
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cuando se emplea glucosa como fuente de carbono (Tang & Zhong, 2002), también se han
publicado valores de micelio de 12 g de peso seco/L durante un periodo de cultivo de 10 dias
(Avtonomova, Krasnopol’skaya & Maksimov, 2006), en cuanto a rendimientos de biomasa de G.
lucidum cuando se emplean fuentes no convencionales, se han reportado valores de biomasa de
18,7 g/L al usar mosto de cebaba y extracto de levadura (Cui et al., 2015), 23,49 £ 0,37 g/L y 24,44
+ 0,37 g/L de biomasa cuando se emplea harina de cebada y harina de avena respectivamente
(Zapata, Rojas & Atehortua, 2012). En el cultivo sumergido los rendimientos de biomasa van
desde unos pocos gramos hasta aproximadamente 39 g/L, pero estos valores dependeran de la
especie del hongo, la duracion y escala del cultivo (Gargano et al., 2017).

El crecimiento de micelio en cultivos liquidos se ve afectado en gran medida por las fuentes
de carbono y nitrégeno (Dudekula, Doriya & Devarai, 2020). Varios estudios han indicado que los
hongos, cuando se cultivan en condiciones de fermentacion liquida, tienen preferencia por las
fuentes organicas de nitrogeno, como el extracto de levadura y la peptona, en lugar de las
inorganicas, la preferencia puede explicarse por la combinacién compleja de aminoacidos y
carbohidratos presentes en los compuestos organicos, lo que da como resultado un crecimiento
fungico mejorado (Kirsch, de Macedo, Teixeira, 2016). En cuanto a las fuentes de carbono, los
rendimientos de biomasa micelial en la fermentacion liquida varian de acuerdo a la composicién
y dependiendo de esto los rendimientos pueden ser bajos o altos, en el caso de Cui et al. (2015)
emplearon mosto de cebada como una fuente de carbono no convencional, con una composicion
complejay que contiene mas azucar (maltosa, dextrinas, glucosa, etc), nitrégeno soluble, nitrégeno
aminico, gomas y sustancias inorganicas, lo que indico que el mosto por su composicion compleja
favorece el crecimiento de biomasa micelial en el cultivo liquido. Por su parte Zapata et al. (2012)

menciona que los cereales que en la mayoria de los casos son empleados como harina para el
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cultivo de G. lucidum estdn compuestos principalmente de fibras de celulosa, que contiene
vitamina B1, tiamina, ademas dentro del grano de cereal se encuentran el germen y el nucleo, con
abundante proteina de alto valor bioldgico, rica en grasas insaturadas que contienen acidos grasos
esenciales, lo cual mejora la produccion de biomasa y también los metabolitos mas importantes.
En el caso de la presente investigacion se uso cascarilla de café, que esta compuesta en su mayoria
por carbohidratos principalmente de celulosa y hemicelulosa. La degradacion de estos compuestos
en el medio liquido afect6 el rendimiento de la biomasa, pues estos compuestos conllevan en la
expresion de enzimas fdngicas, es decir un complejo enzimatico que degrada diferentes
componentes incluyendo celulosa, hemicelulosa y lignina para la obtencién de nutrientes
(Dudekula et al., 2020); la expresion de enzimas para degradar la cascarilla de café en el medio
liquido pudo haber inducido a un bajo rendimiento de la biomasa, pues el tiempo de expresién de
las enzimas pudieron haber llevado al agotamiento del oxigeno en el medio, lo que influy6 en el
desarrollo del micelio, ademas porque en la investigacion en el medio liquido solo se contd con
agitacion manual y no se desarrolld6 por medio de una agitacion mecéanica dado a que en el
laboratorio no se contaba con los equipos necesarios para este fin. La agitacion mecanica del medio
de cultivo promueve la homogenizacion adecuada de los componentes, aumenta la oxigenacion y
mejora la transferencia de masa y de calor; generar estas condiciones tienen una influencia positiva
en el crecimiento del micelio de los hongos por fermentacion liquida (Kirsch etal., 2016), mientras
que la agitaciéon minima o nula, resulta en una produccion en masa deficiente de micelios (Kim et
al., 2011).

En cuanto al pH inicial del medio, diversas investigaciones ponen en manifiesto la
capacidad de los macromicetos de crecer en un amplio rango de pH, sin embargo, recomiendan

usar un pH de 5 o inferior para evitar la contaminacion bacteriana. Asimismo, cuando el pH es
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bajo (pH 4) se incentiva la produccién de biomasa y el consumo de glucosa, mientras que un pH
de 6 puede estimular la produccion de exopolisacaridos (Arango y Nieto, 2013), para G. lucidum
se ha encontrado que éste crece en condiciones acidas (Cui et al., 2015), pero diferentes cepas de
G. lucidum crecen en un amplio rango de pH que van de 5-9 (Jayasinghe et al., 2008). No obstante,
la mayor cantidad de biomasa micelial de cepas de G. lucidum se da cuando el pH inicial es de 5,5
a 6, siendo el pH de 5,5 el mas 6ptimo (Zhou, Yang, Lin & Guo, 2015). Igualmente, Jayasinghe et
al. (2008) determind que 8 cepas de G. lucidum tienen un crecimiento micelial 6ptimo a pH de 5.
Cui et al. (2015) encontr6 que la biomasa micelial de G. lucidum alcanza su maxima produccion
a un pH de 5,5 y disminuye rapidamente fuera del rango de pH de 4,5 a 6,5. Los resultados
obtenidos en la investigacion fueron consistentes, pues el pH inicial éptimo para obtener mayor
rendimiento de biomasa micelial en el cultivo sumergido, se obtuvo en un valor de pH de 5,4; dato

que cae dentro de los valores de pH que se reporta ampliamente en la literatura.

5.1.2. Optimizacién de la produccion de polisacaridos totales

Los polisacaridos de los micelios de G. lucidum también tienen una eficacia similar al
cuerpo fructifero (Sudheer et al., 2019), por lo tanto, se evalud los polisacaridos totales solubles
en agua de G. lucidum que se extrajeron del micelio obtenido en la fermentacion liquida con las 3
variables de estudio acorde la matriz experimental (Tabla 2). Los analisis estadisticos de acuerdo
a la tabla ANOVA (Anexo C) para la produccion de polisacaridos totales indicaron que solo el
coeficiente de término cuadratico (AxA) y los coeficientes de interaccion AXC y BxC no son
significativos (p-valor > 0,05), mientras que los demas coeficientes son significativos (p-valor <
0,05) con un nivel de significancia del 95%, lo cual quiere decir que tienen una influencia

significativa sobre la respuesta. Las tres variables de estudio (%Cascarilla (A), %Levadura (B) y
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pH (C)) mostraron un efecto significativo (p-valor < 0,05), el %Extracto de levadura exhibi6 la
mayor significancia (p-valor = 0,0011), seguido del pH (p-valor = 0,0263) y luego el %Cascarilla
(p-valor = 0,0486). El estadistico R? del 88,42% y el R? ajustado de 76,84% indicé que el modelo
es estadisticamente significativo, mas del 80% de los resultados estan representados en el modelo,
es decir mas del 80% puede explicar la variabilidad en la respuesta, mientras que la variabilidad
restante no. El p-valor del estadistico Durbin Watson fue 0,5014 con lo cual se pudo probar, que
no existe autocorrelacion o correlacion serial significativa. La adecuacidn del modelo por medio
del andlisis de los residuos se presenta en el Anexo C.

La Ecuacion 8 corresponde al modelo de segundo orden que se ajustd a los datos
experimentales.

Polisacaridos Tot = 277,799 - 16,3587*%Cascarilla - 59,6722*Levadura - 68,1971*pH +
2,65331*%Cascarilla”2 + 11,2997*%Cascarilla*Levadura - 4,31818*%Cascarilla*pH +
11,8295*Levadura™2 - 4,31818*Levadura*pH + 8,24182*pH"2 Ec. 8

El modelo de segundo orden que se ajustd a los datos experimentales se representd como
graficos de superficies de respuestas y graficos de contorno que se muestra en la Figura 13. Cada
figura presenta el efecto de dos variables en la produccion de polisacaridos mientras que la otra
variable se mantuvo en el nivel cero. La Figura 13 (A) muestra el efecto de la fuente de carbono
(%Cascarilla) y la fuente de nitrégeno (%Extracto de levadura), la Figura 13 (B) muestra el efecto
de la fuente de carbono y el pH inicial del medio y la Figura 13 (C) muestra el efecto de la fuente
de nitrégeno y pH inicial del medio sobre la produccion de polisacaridos totales solubles en agua

de G. lucidum.
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Figura 13. Superficies de respuesta (A, B, C) y graficos de contorno (a, b, ¢) que muestran los efectos de las tres variables en

la produccion de polisacéridos totales de G. lucidum (Fuente: Esta investigacion)

En la Figura 13 (A) se puede observar que el aumento de la concentracion del %Cascarilla
condujo a un descenso de la produccion de los polisacaridos, pero al aumentar el %Extracto de
levadura la produccion de los polisacaridos aumento significativamente. La Figura 13 (B) se
observa que el aumento del %Cascarilla aumenta levemente la produccion de polisacaridos, caso

contrario del pH a medida que se aumenta el pH la produccion de polisacaridos disminuye
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levemente. Las otras variables (%Levadura y pH) exhibié efectos similares a los aparentes en la
Figura 13 (B). Por su parte los graficos de contorno (Figura 13 (a, b, ¢)) ilustran la region éptima
donde hay mayor rendimiento de los polisacaridos, pero de acuerdo al modelo (Ec. 8) se predijo
el maximo rendimiento bajo las condiciones éptimas de: %Cascarilla 4,84; %Extracto de levadura
2,46 y pH inicial del medio de 4,6 con un rendimiento maximo de 34,58 mg/g MS (MS = Muestra
seca).

Los carbohidratos y el nitrdgeno son fuentes importantes de nutrientes en un proceso de
cultivo y pueden afectar significativamente el crecimiento celular y la formacion de metabolitos
(Wang et al., 2019; Yuan, Chi & Zhang, 2012; Sdnchez & Montoya, 2020). Esto se observa en la
Figura 13 (A) el aumento de la concentracion de la cascarilla produce el descenso de la produccion
de polisacéridos totales de G. lucidum, caso contrario el aumento de la concentracion del extracto
de levadura aumenta la produccion de los polisacaridos. Los basidiomicetos asimilan mas
facilmente las fuentes de nitrogeno orgénico, lo que garantiza la maxima produccion de biomasa
micelial y la formacién de polisacaridos en cultivos sumergidos (Sanchez & Montoya, 2020),
ademas, el nitrogeno es un componente esencial de las proteinas y los acidos nucleicos, y la
deficiencia de nitrégeno afecta el crecimiento de hongos y la produccion de metabolitos (Zhu et
al., 2015), por lo anterior, acorde a los resultados obtenidos en esta investigacion se puede decir
que la mayor concentracion de la fuente de nitrogeno, en este caso el extracto de levadura junto
con sus otros nutrientes favorecié la produccidn de polisacaridos. En cuanto a la fuente de carbono,
se ha encontrado que los basidiomicetos pueden degradar sustratos fendlicos complejos y
utilizarlos como fuente de carbono para mantener su crecimiento (Zerva, Papaspyridi,
Christakopoulos & Topakas, 2017), pero dentro de los sustratos fenolicos se debe tener en cuenta

que estos ademas tienen compuestos aromaticos libres (no poliméricos) que son téxicos para la
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mayoria de los hongos incluso en concentraciones relativamente bajas (100 ppm). Esto plantea
varios desafios para los hongos que estén expuestos a estos compuestos mientras utilizan la
biomasa vegetal (principalmente polisacaridos), como fuente de carbono (Mékelé et al., 2015). Lo
anterior explica los resultados obtenidos en este estudio, pues al emplear como fuente de carbono
un residuo mas complejo, posiblemente la composicion quimica del mismo pudo haber resultado
toxica, dado que el crecimiento micelial a concentraciones excesivas disminuye y sucedio de
manera similar que la produccién de polisacaridos totales disminuy6 a niveles altos de la
concentracion de la cascarilla de café en el medio, lo que puede ser debido a sus compuestos
fendlicos como los taninos u otros compuestos como la cafeina. En la cascarilla de café la cafeina
y los taninos se reporta en la literatura concentraciones aproximadas del 1,3% y 4,5%
respectivamente (Pandey et al., 2000). Se ha encontrado que el crecimiento micelial de
macrohongos decrece al aumentar la concentracidn de cafeina en el medio de cultivo, pues estos
no son capaces de degradar la cafeina, pero si absorberla parcialmente en el desarrollo de su cuerpo
fructifero, por otra parte, los taninos en concentraciones altas pueden tener un efecto téxico (Fan,
A. Soccol, Pandey, Vandenberghe & C. Soccol, 2006), pero en la produccion de metabolitos, ain
no esta claro como las fuentes de carbono afectan a los polisacaridos debido al complicado proceso
biosintético (Wang, Cheong, Wu, Meng, Zhao & Li, 2015), igualmente los efectos de la
suplementacion de residuos lignocelulésicos al medio de cultivo liquido en G. lucidum han
recibido poca atencion.

Los resultados de este estudio indicaron que bajo las condiciones éptimas de cultivo se
puede obtener hasta 34,58 mg/g MS de polisacaridos totales solubles en agua cuando G. lucidum
es cultivado en cascarilla de café. Las investigaciones donde se evalUan los polisacaridos solubles

en agua de Ganoderma, solo se reportan en estudios de secado. Frente a ello los resultados de la
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investigacion indican que el contenido de polisacaridos totales solubles en agua es alto. Chin &
Law (2014) reportan valores de retencion de polisacaridos solubles en agua de 0,39 mg/g MS en
rodajas de cuerpo fructifero de G. lucidum que fueron sometidas a secado con bomba de calor por
10 minutos seguido de secado en horno por 50 minutos. Chin et al. (2011) reportan valores de
polisacaridos solubles en agua de 0,653 + 0,012 mg/g dry wt (dry wt abreviaturia en inglés “peso
seco”) por secado por conveccion en cuerpos fructiferos de G. lucidum. Pero otras tecnologias de
secado se han estudiado, con el objetivo de retener la mayor cantidad de polisacaridos solubles en
agua de cuerpos fructiferos de G. lucidum. Cui et al. (2006) reporta valores de 83,13 + 1,33 mg/g
dry wt con secado convencional al vacio, 105,45 + 0,76 mg/g dry wt por liofilizaciéon y 98,25 +
1,21 mg/g dry wt por secado al vacio por microondas, seguido de un secado convencional al vacio,
pese a encontrar mayor contenido de polisacaridos solubles en agua en los cuerpos fructiferos con
estas tecnologias de secado se debe tener en consideracion que aplicar procesos mas tecnoldgicos
como el secado al vacio o la liofilizacion en términos econdmicos es mas costoso, por lo que la
biomasa micelial de G. lucidum obtenida por fermentacion liquida indica ser una mejor opcion
econdmica. Igualmente, en el cultivo liquido de G. lucidum los estudios reportan contenidos de
exo e intra polisacaridos y al emplear medios sintéticos se han reportado valores maximos de
intrapolisacaridos de 69,44 + 11,34 mg/g dry wt después de 7 dias de cultivo y a un pH inicial de
7,y un maximo de 69,93 £ 1,62 mg/g dry wt después de 14 dias de cultivo y aun pH inicial de 5,5
(Vukojevi¢, Staji¢, Lausevi¢ & Simonié, 2006), pero se debe tener en cuenta que en los cultivos
liqguidos muchos factores pueden afectar la produccion de polisacaridos, en los que se incluye el
pH, la velocidad de agitacidn, la tasa de transferencia de oxigeno, la concentracion de glucosa y la

temperatura (Supramani, Ahmad, llham, Annuar, Klaus & Mohtar, 2019).
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El pH del cultivo es uno de los pardmetros mas importantes que afectan las fermentaciones
de polisacaridos (Shu, Lin & Wen, 2004), por lo tanto, el pH fue la otra variable de estudio de esta
investigacion, donde se observa en la Figura 13 (B y C) que a medida que se aumenta el pH al
medio de cultivo disminuye levemente la produccién de polisacaridos, pero en el nivel mas alto
de pH vuelve a aumentar muy leve la produccién de los polisacaridos totales, sin embargo, se
observa que la mayor produccién se da al pH mas bajo (4,6). Valores bajos de pH en la produccion
de polisacaridos han sido reportados. Tang et al. (2009) encontraron la produccion maxima de
intrapolisacaridos de G. lucidum en fermentacién liquida de 2,70 g/L a los 10 dias de fermentacién
y aun pH de 3. Fany Zhong (2002) reportan que el pH inicial de 6,5 en la fermentacion liquida
de G. lucidum se reduce gradualmente hasta llegar a un valor de pH de 3,5 pero esto conduce
gradualmente a una mayor produccion de polisacaridos intracelulares. EI pH del cultivo es uno de
los factores mas importantes en la fermentacion flngica, ya que puede afectar el crecimiento
celular, la produccién de metabolitos, la morfologia celular (Kim, Park & Yun, 2005), la
solubilidad de las sales, el estado i6nico de los sustratos y la absorcién de varios nutrientes (Fang
& Zhong, 2002). En general, las células solo crecen dentro de un cierto rango de pH y la formacion
de metabolitos suele verse afectada por el pH (Kim, Hwang, Xu, Sung, Choi & Yun, 2003), pero
en cuanto a los hongos éstos crecen en un amplio rango de pH inicial, dado que pueden regular la
acidez media a niveles que apoyen su crecimiento (Fazenda, Seviour, McNeil & Harvey, 2008),
por tanto diferentes cepas de hongos y los diferentes valores de intrapolisacaridos miceliales
reportados, pueden atribuirse a los cambios en el metabolismo del micelio y la morfologia, pero
en comparacion con los polisacaridos bacterianos, el conocimiento sobre las vias y los mecanismos

moleculares de la sintesis de polisacaridos fungicos es todavia limitado (Tao et al., 2018).
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Por lo anterior, de acuerdo con los resultados obtenidos en esta investigacion se puede decir
que el pH influyo6 en la morfologia de crecimiento de G. luciudm y por ende en el rendimiento de
los polisacéridos. Varios investigadores afirman que la diferente morfologia de los micelios de los
hongos bajo un valor de pH inicial es el factor critico en la acumulacion de biomasa y la formacion
de metabolitos (Pokhrel & Ohga, 2007; Kim et al., 2003); se ha encontrado que en el cultivo
liquido la morfologia de los hongos a un pH inicial de 6 cambia de una forma de pellet a una forma
filamentosa (Fazenda et al., 2008). En los resultados obtenidos el crecimiento de G. lucidum se
dio en forma de pellet (Figura 14), por lo que se puede decir que el valor bajo de pH inicial no solo
beneficid la produccion de polisacaridos sino también pudo haber influido en la morfologia del
crecimiento. No obstante, la morfologia en el cultivo liquido en hongos su formacion de pellet
estard influenciado por otros factores como: tamafio de inoculo, nivel de oxigeno disuelto, la
agitacion, la temperatura, los tipos de biorreactores entre otros (Nair, Lennartsson & Taherzadeh,
2016), por lo que, ademas del pH se requiere de mas estudios donde se evalten los otros factores
ya mencionados para determinar si solo el pH puede tener una fuerte influencia o no en la

morfologia de crecimiento micelial.

Figura 13. Fotografia del medio liquido, morfologia de crecimiento en forma de pellet de G. lucidum, bajo

condiciones de cultivo con cascarilla de café. (Fuente: Esta investigacion)
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Ademas, se requiere mas informacion estructural cuantitativa detallada de las morfologias
de forma filamentosa y pellets para una mejor comprension de la relacion entre la morfologia y la
produccién de metabolitos (Kim et al., 2003), ademas, también se ha encontrado que la produccion
de intrapolisacaridos estd altamente correlacionada con las actividades enzimaticas, que se
sintetizan de manera mas eficiente bajo ciertos valores de pH (Zhu et al., 2015). Los polisacaridos
fungicos son bien conocidos por sus funciones como moléculas de almacenamiento de energia en
las células y elementos estructurales de las paredes celulares (Zhu et al., 2015), y en los micelios
éstos forman una envoltura a su alrededor lo que proporciona soporte para la adhesion de las
enzimas (Camelini, Rossi, Cardozo, Gomes, Campos & Giachini, 2014). Por lo anterior, los
resultados indican que la maxima produccion de polisacaridos en G. lucidum, en relacion a valores
bajos de pH, posiblemente estuvo influenciada por la sintesis de enzimas necesarias para degradar
la fuente de carbono compleja (cascarilla de café), no obstante, es necesario realizar mas estudios

en el que se realicen cuantificaciones enzimaticas en el medio para verificar esta afirmacion.

5.2. Modelado cinético de G. lucidum bajo condiciones optimas

Para verificar la efectividad de los modelos de optimizacion y la existencia de los puntos
optimos de la produccién de biomasa micelial y polisacaridos totales solubles en agua de G.
lucidum, se realizaron los ensayos de validacion por duplicado empleando los puntos optimos
encontrados (Tabla 4) y a la vez se realiz6 el estudio cinético de crecimiento micelial y de

formacion de producto.
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Tabla 4

Validacion de los modelos usando las condiciones optimas

Variables Respuesta

Biomasa Polisacaridos
%Cascarilla %Levadura pH [g/mL] [mg/g MS]

Biomasa 3,86 1,85 5,4 0,0032 -
polisacaridos 4,84 2,46 4,6 - 34,58
Biomasa+Polisacaridos 3,86 2,46 5 0,00065 17,55

Fuente: Esta investigacion

Dado que en la investigacion se encontr6 que la fuente de carbono en altas concentraciones
(4,84%) influyd negativamente en el crecimiento de biomasa micelial y produccién de
polisacaridos totales de G. lucidum, para el estudio de la validacion de los modelos de optimizacion
y el estudio cinético se tomo el punto de maximizacion de la biomasa es decir la concentracion
3,86%. Para la fuente de nitrégeno se encontré que a medida que aumenta su concentracion se
favorece la produccion de polisacaridos, por tanto, se tomo el valor mas alto de los puntos dptimos,
el cual fue del 2,46% y por ultimo, para el pH se decidié tomar el valor de 5 dado que este valor
se recomienda en la literatura, ademas es un pH Optimo para evitar la contaminacion bacteriana.
Los resultados de biomasa+polisacaridos son los resultados obtenidos del estudio cinético que se

indican a continuacion.
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5.2.1. Modelado cinético de crecimiento micelial
La Figura 15 representa el rendimiento de biomasa bajo las condiciones Optimas
encontradas en el disefio de superficie de respuesta. Se empleo la ecuacidn cinética de raiz cubica

y la ecuacidn logistica para simular los cambios en la biomasa y estimar el perfil del crecimiento.
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Figura 14. Cinética de datos experimentales para la biomasa micelial y ajuste de modelos Ec. 6 raiz cubica y Ec.

15 logistica. (Fuente: Esta investigacion)

La cinética de crecimiento de G. lucidum en fermentacion liquida bajo las condiciones
Optimas encontradas se estudio durante 14 dias. La curva de crecimiento se ajustd al modelo
logistico y al modelo de la raiz cubica (Figura 15). La fase de latencia del crecimiento del micelio
se prolongé hasta las 150 h alrededor de los 6 dias. La fase exponencial se observo después de los
6 dias de cultivo, durante esta fase la biomasa comenz6 a aumentar, sin embargo, dado que el
cultivo se realizé en matraces los pellets presentaron disminucion de la transferencia de masa de
oxigeno, por tanto, se evidencié un bajo rendimiento y una fase de latencia con un periodo de
tiempo largo. Ademas, si el inéculo se coloca en un medio con un sustrato mas complejo, se
observara una fase de latencia mas prolongada, dado a que las células se reorganizan y sintetizan

enzimas apropiadas para su catabolismo (Maier, 2008). Sin embargo, los modelos se ajustaron
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utilizando los datos experimentales obtenidos de la fase de latencia y la fase exponencial. En la
Tabla 5 se muestran los coeficientes cinéticos de los modelos evaluados en el estudio.

Tabla 5

Valores de los coeficientes cinéticos de los modelos de raiz cubica y logistico

Modelo raiz cubica Modelo logistico
Pardmetros cinéticos Valor Parametros cinéticos Valor
Mo 0,001556 Co 0,002551
Kk 0,0005713 Cm 0,2989
Hm 0,007649
Estadisticos Estadisticos
R2=0,9195 RMSE = 0,002796 R?=0,9506 RMSE = 0,002592

Fuente: Esta investigacion

Los datos experimentales obtenidos se ajustaron a los modelos evaluados y mostraron que
fueron aplicables a este proceso en particular. Los resultados estadisticos mostraron que el
crecimiento micelial se ajusté con éxito a los modelos con un R? de 0,9195 para el modelo de raiz
clbica y un R? de 0,9506 para el modelo logistico de regresion no lineal, siendo éste el que mejor
se ajustd a los datos experimentales. Los hongos exhiben diferentes formas morfoldgicas de
crecimiento en el cultivo liquido, principalmente dispersas como filamentos miceliales y masas de
micelio densamente entrelazadas (pellets) (Feng et al., 2010). En el modelo de raiz cubica los
hongos filamentosos deben crecer en forma de pellet, dado a que el crecimiento esta restringido
por la difusion del material desde la fase liquida al centro del pellet, mientras que el crecimiento
sin restricciones se limita a las hifas en una capa periférica externa, por lo tanto, en el cultivo, la
biomasa (M) aumenta como una funcién cubica del tiempo (Enshasy, 2007) y el mantenimiento

de la cinética dependera de que los pellets aumenten de diametro a una tasa de velocidad constante
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(Trinci, 1970). Asimismo, se asume que el crecimiento micelial es equivalente a los
microorganismos unicelulares por lo cual, las concentraciones de la biomasa micelial, sustrato y
formacion del producto son uniformes en todo el cultivo y se considera que la biomasa micelial es
homogénea. Bajo estas condiciones la cinética de la raiz cubica de crecimiento es similar a la de
los microorganismos unicelulares, por ende, se tendra la fase de latencia y exponencial, en este
contexto para los hongos filamentosos el crecimiento en forma de pellet se supone aumenta de
radio a una tasa constante durante la fase exponencial (Prosser, 1995), pero el crecimiento estara
determinado por la distancia a la que los nutrientes pueden penetrar en el pellet (Prosser & Tough,
1991). Como se observo en esta investigacion los datos experimentales del crecimiento micelial
de G. lucidum en su fermentacion liquida se ajustaron a la cinética de la raiz cubica, igualmente
Narkprasom et al. (2012) encontraron un buen ajuste de la cinética de la raiz cubica de la
fermentacion liquida de G. tsugae. Feng et al. (2010) encontraron que el perfil cinético de
crecimiento de L. edodes en cultivo liquido es bien descrito por la cinética de la raiz cubica. No
obstante, es muy limitada las investigaciones sobre modelamiento de la cinética de la raiz cubica
en hongos filamentosos en cultivo liquido. Esto puede responder a que este modelo pese a que €s
aplicable al crecimiento de pellets y ha sido demostrado experimentalmente, los mismos datos a
veces pueden ser descritos por mas de un modelo (Patnaik, 2000).

Por lo anterior, en esta investigacion tambiéen se evalu la cinética de crecimiento mediante
la ecuacion logistica. EI modelo logistico describe el crecimiento de las poblaciones microbianas
en funcion de la densidad de la poblacion inicial, el tiempo, la tasa de crecimiento y la densidad
de la poblacion final (Wachenheim, Patterson & Ladisch, 2003), pero este modelo es
independiente del sustrato (Benkortbi, Hanini & Bentahar, 2007). Los resultados de la

investigacion indicaron que los datos experimentales presentaron un alto grado de ajuste (R?>
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90%) para la ecuacién logistica en comparacion con la ecuacion de la raiz cubica. Un aspecto
importante de la funcidn logistica es que permite predecir el tiempo de la fase estacionaria o la
densidad maxima de la poblacion (Wachenheim et al., 2003). El valor de la concentracion maxima
de la biomasa (Cm = 0,29899/100mL = 0,0029g/mL) con la ecuacion logistica se obtuvo casi el
mismo valor de los datos experimentales de optimizacion de 0,00324 g/mL. Igualmente los
mecanismo de crecimiento y el metabolismo de los hongos son mas complejos que los de las
bacterias, incluso el crecimiento de los hongos filamentosos es tnico entre los hongos, por lo tanto,
en la literatura se han propuesto varios modelos matematicos de crecimiento de hongos (Wang,
Ridgway, Gu, & Young, 2008). Sin embago, los estudios de modelamiento de hongos filamentos
como ya se menciond son muy escasos Yy mas si es en una especie en especifico como G. lucidum,
no obstante los resultados de este estudio demostraron que los modelos evaluados describen el
crecimiento de G. lucidum en fermentacion liquida. La tasa maxima de crecimiento especifica
(umax) estimada con la ecuacién logistica fue de 0,007649 h. La ecuacion logistica es una
aproximacion matematica con una constante de velocidad bastante insignificante (Kargi, 2009).
Fei et al. (2019) encontr6 una tasa maxima de crecimiento especifico de 0,01875 h1, de G. lucidum
en fermentacion liquida, un valor poco mayor al obtenido en esta investigacion. Pero es importante
apreciar que el valor de pumax cambia en respuesta a fluctuaciones como la concentracion de

nutrientes, metabolitos, oxigeno, temperatura, pH y otros factores (Hu, 2018; Stanbury, 2017).

5.2.2. Modelado cinético de formacion de producto
El estudio cinético de la formacion de producto de G. lucidum en fermentacion liquida bajo
las condiciones Optimas encontradas en la investigacion, se realiz6 empleando la ecuacion de

Luedeking-Piret. Segun este modelo, la tasa de formacion del producto depende tanto de la
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concentracion de la biomasa (M), como de la tasa de crecimiento, dM/dt, de manera lineal (Liu et
al., 2003). Por tanto, el modelo de Luedeking-Piret (E. 8) se resolvid sustituyendo variables con la
ecuacion de raiz cubica y la ecuacion logistica y realizando su respectiva integracion, lo cual se
detalla a continuacion.

La ecuacion de la raiz cubica (Ec. 1) para el modelado del crecimiento micelial se

reorganizé obteniendo la ecuacion 9.
M =kt + M (1)
M, = (kot + M3
= k3t3 + 3k2e2MM3 + 3k tM>® + M, (9)
La ecuacion de Luedeking-Piret (Ec. 5) se integrdé con la ecuacion cinética de raiz cubica

obteniendo la siguiente ecuacion 10:
f dP = f (a— + M) dt

Akt + 3kt M, + 3k tMy* + M)
dt

= a[3k3t? + 6k2eMy"> + 3k M
o [ dP = [[a(3k3t? + 6kZtM,"® + 3k MY'%) + B (k33 + 3k2e2M," +
3k tM>? + M,)dt
P, — Py = ak3t3 + 3ak?t ZMl/3 + 3ak, th/3 += ﬁk3t4 + Bkt 3M1/3
> Bket?M" + pM, (10)

Por lo tanto, la ecuacion cinética que describid la relacion entre los polisacaridos totales

solubles en agua y la biomasa de G. lucidum se reescribe de la siguiente forma (Ec. 11):
= < Bk3t* + (ak? + pkZM )3 + (3akZMy* + 2 Bl My /*)e? + Bak M +

M)t + Py (11)



75

Donde: a es la constante asociada al crecimiento, § es la constante no asociada al
crecimiento, k. esuna constante de la ecuacion de la raiz ctbica 'y P, es el producto inicial formado
a analizar.

Por otra parte, la ecuacion logistica de no linealidad se evalu6 mediante la ecuacion 7, para
ajustar la curva de biomasa. Esta ecuacion es un modelo independiente del sustrato y es un modelo
no estructurado, ampliamente utilizado para describir el crecimiento celular (Feng et al., 2010).
Sin embargo, la ecuacién presentada en la metodologia corresponde a la solucién integral de la

ecuacion logistica (Ec. 12).

ac c
2 = #m(1-)C (12)

Donde C es el crecimiento expresado como peso seco del micelio (g/l), u,, es la tasa

maxima especifica de crecimiento (h'!), Cry es la concentracion maxima de biomasa. Reescribiendo

la solucion integral de la ecuacion 12 se obtiene:

C(t) = Em (Ec. 13)

L+((Gg)—De#mt

Sustituyendo la ecuacion 13y 12 en la ecuacion de Luedeking-Piret (Ec. 5) y su solucion

integral se obtiene la siguiente ecuacion:

t t ac
JodP = [, (a—+ pO)dt

m Cm

deP ) ]0 (a1 + ((C—m) - 1>e-#mf +ﬁ1 + ((C—m) - 1) e~ Hmt

Co Co

Ydt

P(t) = Py + a[C(t) — Col + BCy {In [%] + tmt} /i, (EC. 14)

Donde Py, es la concentracion del productoient=0.
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La Figura 16 representa la formacién del producto en este caso los polisacaridos totales
solubles en agua de G. lucidum, bajo las condiciones dptimas encontradas en el disefio de
superficie de respuesta. Se empled la ecuacion 11 para simular los cambios en la formacion de los
polisacaridos totales y estimar su perfil de la formacién, pero en cuanto la ecuaciéon 14 los

resultados experimentales no se ajustaron a la ecuacion por lo tanto no se presenta su grafica..

T

S
T

Polisacaridos [mg/g MS]

O Datos Experimentales
—— Model Luedeking-piret/Raiz cubica | |

L L L L L L
i 50 100 150 20 250 300 350
t[hr]

Figura 15. Cinética de datos experimentales para la produccion de polisacaridos totales y ajuste de modelos Ec. 11
raiz cubica y Ec. 14 (Fuente: Esta investigacion)

La formacion del producto de G. lucidum en fermentacion liquida se puede observar en la
Figura 16. la produccién de polisacaridos totales aumenta lentamente con el crecimiento celular y
alcanzé un maximo de 17,55 mg/g MS a los 14 dias, esta baja tasa de formacion del producto
puede deberse a la baja tasa de crecimiento micelial que se encontrd en este estudio, debido a que
los cultivos se realizaron en matraces sin agitacion mecanica continua con baja transferencia de
masa de oxigeno. Feng et al. (2010), menciona que la falta de transferencia de masa de oxigeno
conlleva a una baja tasa de crecimiento y en paralelo a un rendimiento méas bajo de la formacion
de producto. En cuanto al ajuste de los modelos en la Figura 16 se puede observar que solo la curva
del modelo de Luedeking—Piret con la ecuacion de raiz cubica se ajust6 a los datos experimentales.

En la Tabla 6 se muestran los coeficientes cinéticos de los modelos evaluados en este estudio.
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Tabla 6

Valores de los coeficientes cinéticos del modelo de Luedeking—Piret

Luedeking—Piret/Raiz cubica Luedeking—Piret/Logistico
Parametros cinéticos Valor Parametros cinéticos Valor
Po 0,6288 Po 0,2505
o 1430 o 29,13
B -5,996 B 0,06207
Estadisticos Estadisticos
R?=0,9654 RMSE =1,321 R?=0,5733 RMSE = 4,638

Fuente: Esta investigacion

Los resultados estadisticos mostraron que la formacion del producto solo se ajust6 al
modelo Luedeking—Piret con solucién de la ecuacion de raiz ctbica con un R? de 0,9654; mientras
que el modelo Luedeking—Piret con solucién de la ecuacién logistica, no se ajust6 a los datos
experimentales (R? = 0,5733). Los coeficientes cinéticos se obtienen gracias a una estimacion
razonable segun los datos experimentales y dado a que solo un modelo se ajustd con éxito a los
datos, se realiza el andlisis de los pardmetros cinéticos de Luedeking-Piret de a y B con el modelo
ajustado. Donde o (g g*) y B (g g** h?) son el coeficiente de formacion del producto asociado al
crecimiento (fase de crecimiento) y el coeficiente de formacion del producto no asociado al
crecimiento (fase estacionaria), respectivamente (Gharibzahedi, Razavi & Mousavi, 2013). El
modelo Luedeking—Piret con solucidn de la ecuacion de raiz cibica mostraron que el grado de la
constante de formacidn de producto asociada al crecimiento (o) es mucho mayor que la constante
de formacion del producto no asociado al crecimiento (), por lo tanto, en este estudio la
produccién de polisacaridos totales solubles en agua de G. lucidum en fermentacion liquida, se

presenta asociada al crecimiento y los resultados demuestran que este modelo podria predecir la
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produccién de los polisacaridos totales en el cultivo sumergido. Segln este modelo, la tasa de
formacion del producto depende linealmente de la tasa de crecimiento celular, pero los parametros
cinéticos o y B, dependen y varian con la dinamica de la fermentacion (Surendhiran, Vijay,
Sivaprakash & Sirajunnisa, 2015).

Con respecto a los modelos de estudio cinético en lo consultado no existen informes sobre
modelamiento del cultivo liquido en pellets y la produccion de polisacaridos totales de G. lucidum,
las investigaciones de modelamiento en macromicetos son muy escasas pocos estudios se han
reportado. Narkprasom et al. (2012) evalu6 modelos cinéticos para la produccion de biomasa y
formacion de producto (exopolisacaridos) de G. tsugae en fermentacion liquida, el modelo
evaluado para la formacion de producto correspondié al modelo Luedeking—Piret con solucion de
la ecuacion de raiz cubica y encontraron que este modelo describe adecuadamente la relacién
matematica entre biomasa y la formacidn de exopolisacaridos. Por otra parte Feng et al. (2010)
evalud los modelos para la formacion de exopolisacaridos con el modelo de Luedeking—Piret con
solucion de la ecuacion de raiz cubica para el crecimiento en pellet y el modelo de Luedeking—
Piret con solucidn de la ecuacion logistica para el crecimiento de forma filamentosa de L. edodes
en fermentacion liquida, ambos modelos describieron perfectamnete la fermentacién de L. edodes
(R? > 0,95) y ademas en ambos modelos o fue mayor a B lo que indicé que la produccion de
exopolisacaridos de L. edodes se asocid con el crecimiento. Estos resultados fueron similares a los
de la presente investigacion, en la cual se encontré que la formacion del producto de G. lucidum
se asocio al crecimiento, sin embargo el modelo de Luedeking—Piret con solucion de la ecuacion
logistica no se ajusto a los datos experimentales y de acuerdo a la investigacion de Feng et al.
(2010), si bien este modelo se ajusto a los datos experimentales de L. edodes en fermentacion

liquida se debe tener en cuenta que este modelo se aplicd para su estudio cinetico en forma
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filamentosa y en el caso de esta investigacion solo se realizo el estudio cinético de G. lucidum en
fermentacion liquida en forma de pellets, por lo tanto, para poder comparar los resultados se hace
necesario ampliar el estudio sobre el comportamiento del crecimiento de hongos en las morfologias
de pellets y filamentoso. Esta informacién serd util para ampliar los estudios de cinética de
macromicetes en fermentacion liquida de importancia como uno de los parametros clave en la

produccidn industrial.

5.3. Determinacién de la actividad antioxidante

G. lucidum, es una fuente muy potente de varios antioxidantes naturales (Mohsin &
Ahmed, 2011), siendo los polisacaridos y los polifenoles los principales compuestos activos (Lin
et al., 2015), pero los polifenoles pueden ser los principales determinantes de su potencial
antioxidante (Raseta et al., 2017). Por lo tanto, en la presente investigacion se evalud la actividad
antioxidante y el contenido de los polifenoles en extractos acuosos del cuerpo fructifero y a la
biomasa micelial de G. lucidum obtenida bajo condiciones éptimas del cultivo liquido. El
contenido de los polifenoles se estandariz6 frente al acido galico y los datos se expresaron como
miligramos de equivalentes de acido galico (EAG) por gramo de extracto (mg EAG/g) (curva de
calibracion ver Anexo B). En cuanto a la actividad antioxidante se determind por el método
espectrofotométrico por DPPH y los resultados de los extractos con tres replicas cada uno fueron
interpolados de la curva de calibracion, para lo cual se usaron soluciones patrén de Trolox en
etanol en concentraciones de 2 a 70 puM, con 870 pL de etanol y 130 pL de solucion de DPPH.
Los resultados se expresaron en micromoles equivalentes a Trolox por gramo de extracto crudo

(umol Eq Trolox/g extracto). En la Tabla 7 se muestran los resultados.
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Tabla 7

Comparativo de los valores de EAG/g y actividad antioxidante de G. lucidum

Muestra Polifenoles mg EAG/g pmol Eq Trolox/g extracto
Cuerpo fructifero 14,66 + 2,47 4,80 £ 0,25
Biomasa 4416 £ 0,92 6,96 £ 0,76

Fuente: Esta investigacion

Para utilizar la biomasa micelial de los hongos es necesario demostrar que poseen valores
nutricionales y medicinales comparables a los de los cuerpos fructiferos de los hongos (Carvajal
et al., 2012), por lo anterior, la cuantificacion de polifenoles como la actividad antioxidante se
realiz6 para el cuerpo fructifero y biomasa micelial de G. lucidum; el cuerpo fructifero corresponde
al cuerpo del cual se obtuvo el micelio en PDA para los cultivos liquidos. Los resultados obtenidos
del contenido de polifenoles y la actividad antioxidante de los extractos acuosos de G. lucidum
analizados se indican en la Tabla 7. Aungue tanto el extracto acuoso del micelio y cuerpo fructifero
poseen propiedades antioxidantes, los extractos acuosos del micelio demostraron un mayor
contenido de polifenoles y una mayor actividad antioxidante que el del cuerpo fructifero. El
micelio de Ganoderma parece contener muchos de los compuestos bioactivos como el del cuerpo
fructifero (Sudheer et al., 2019), esto fue demostrado en esta investigacion en términos de
polifenoles totales y la actividad antioxidante evaluada por el método DPPH, los resultados no
solo indican ser comparables con el cuerpo fructifero de G. lucidum sino que también se demostré
que la biomasa micelial obtenida por fermentacion liquida es mas apropiada para aumentar el
potencial antioxidante de G. lucidum. Igualmente se ha confirmado que los compuestos
antioxidantes que se encuentran en los cuerpos fructiferos, el micelio y el caldo extracelular son
principalmente compuestos fendlicos (&cidos fendlicos y flavonoides), seguidos de otros
compuestos como ergotioneinas, glucésidos, polisacaridos y vitaminas (tocoferoles, carotenoides

y acido ascorbico) (Raseta et al., 2017). No obstante, solo algunos estudios han demostrado que la
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biomasa micelial de diferentes hongos medicinales posee propiedades farmacoldgicas
comparables a las de los cuerpos fructiferos de los hongos, pero hasta ahora, no se han realizado
esfuerzos para comparar los bioactivos antioxidantes de los cuerpos fructiferos y los micelios
(Carvajal et al., 2012), dado a que la mayoria de los estudios se han enfocado en optimizar los
medios de cultivos liquidos para aumentar el rendimiento de la biomasa micelial y el contenido de
los compuestos bioactivos.

Tradicionalmente, los compuestos bioactivos de los hongos se han extraido de los cuerpos
fructiferos, no obstante, la produccion de biomasa micelial constituye un proceso futuro
prometedor para la produccion estandarizada de productos alimenticios seguros a base de biomasa
micelial rica en compuestos bioactivos (Kaur, Sharma, Khanna & Kapoor, 2015), como los
polifenoles, que se ha demostrado constituyen una clase importante de fitoquimicos, responsables
de inhibir el dafio oxidativo causado por los radicales libres (Mohsin, Negi & Ahmed, 2011). El
dafio oxidativo juega un papel importante en la etiologia y el curso de numerosas enfermedades
como diabetes, aterosclerosis, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, enfermedad
renal crénica y enfermedad pulmonar obstructiva crénica, por lo tanto una forma de prevenir estos
trastornos relacionados con el dafio oxidativo es llevar una dieta rica en antioxidante como los
polifenoles (Podkowa, Poprawa, Opoka & Muszynska, 2021), pues la actividad antioxidante
aumenta con el aumento del contenido de los polifenoles (Lin et al., 2015) y su consumo puede
ser beneficioso para la salud (Carvajal et al., 2012). En esta investigacion se evalu6 el contenido
de polifenoles del cuerpo fructifero y la biomasa micelial de G. lucidum encontrado un valor mas
alto para la biomasa; una explicacion de esto es la posible implicacion de los compuestos fendlicos
en el mecanismo de defensa de las setas cuando se estan desarrollando en la naturaleza o en un

cultivo en fase sélida, por lo cual, su concentracion se vera reducida en la maduracion de los
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cuerpos fructiferos (Delgado, Quevedo, Dominguez, Corbal & Maury, 2020). Lo anterior,
demuestra el potencial del proceso de la fermentacion liquida para la obtencion de biomasa
micelial, ya que los resultados indican que la biomasa micelial es rica en polifenoles en
comparacion con el cuerpo fructifero de G. lucidum. El alto contenido de los polifenoles en la
biomasa micelial reportado en este estudio fue comparable frente a otras investigaciones donde se

reportan valores altos de polifenoles en muestras de G. lucidum, los valores se indican a

continuacién en la Tabla 8.

Tabla 8.

Comparativo de polifenoles totales frente otras investigaciones

Muestra

Polifenoles totales

Fuente

Extracto acuoso G. lucidum
Extracto acuoso G. lucidum
Extracto acuoso G. lucidum
Extracto acuoso G. lucidum

Extracto acuoso G. lucidum
Originario de Serbia

extractos acuosos de micelio G.
lucidum silvestre de la India
Extractos metanélicos de micelios
de G. lucidum en caldo extracto de
malta

Extractos metanélicos de micelios
de G. lucidum en caldo de papa
dextrosa

Extractos metanélicos de micelios
de G. lucidum en caldo de sacarosa
de extracto de levadura

50 especies de hongos polacos
Frutas

Vegetales

32,44 £ 0,70 mg EAG/g

30,96 + 3,38 mg EAG/g

29,71 + 2,12 mg EAG/g

33,1+ 1,9 mg EAG/g

60,74 £ 0,57 mg GAE/g dry wt
9,081+ 0,073 mg GAE/g peso seco

16,92 + 0.87 6,46 + 0,27 mg GAE/g
extracto

11,27 + 1,36 6,46 + 0,27 mg GAE/g
extracto

6,46 + 0,27 mg GAE/g extracto

1,64 - 53,13 mg EAG/g de extracto
seco
0,47 a 7,95 mg de GAE/g

0,24 a 12,47 mg de GAE/g

Mueses & Benavides, 2022
Mueses & Benavides, 2022
Mueses & Benavides, 2022
Lee & Lim 2019

Raseta et al. 2017

Mohsin et al. 2011

Jiamworanunkul, 2019

Jiamworanunkul, 2019

Jiamworanunkul, 2019

Jechalke, Olech & Nowak, 2018
Wau et al. 2004

Wau et al. 2004
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De acuerdo con los valores que se indican en la Tabla 8 frente a otras investigaciones se
demuestra el potencial de la biomasa micelial de G. lucidum obtenida por fermentacion liquida,
como una fuente viable de antioxidantes por su contenido en polifenoles. Pero si bien los
compuestos fendlicos representan uno de los grupos mas importantes con efecto bioactivo de G.
lucidum, solo se han realizado pocos estudios en determinar el contenido y composicion de los
polifenoles (Veljovi¢ et al., 2017).

En cuanto la actividad antioxidante de G. lucidum por el método DPPH se demostré que el
extracto acuso tanto de biomasa micelial como del cuerpo fructifero de G. lucidum tienen la
capacidad de eliminar los radicales DPPH, pero se observé que la actividad antioxidante es
levemente més alta en la biomasa micelial que en el cuerpo fructifero de G. lucidum (Tabla 7). No
obstante, son muy escasos los estudios donde se reporten la capacidad antioxidante en
macromicetes evaluada por el método DPPH expresados en pmol Eq Trolox/g extracto, la mayor
parte de los estudios se reporta por el IC50. Sin embargo, investigaciones donde se reporten las
mismas unidades de actividad antioxidante empleadas en esta investigacion se indican en la Tabla
9.

Tabla 9.

Comparativo de actividad antioxidante frente a otras investigaciones

Muestra Actividad antioxidante Fuente
Extracto etan6lico de soja 4,246 + 0,010 pumol Trolox/g de Suruga et al. 2020
fermentada por micelio de G. polvo seco
lucidum
Extracto etanélico de cuerpo 229,656 umol de Trolox/g Pérez et al., 2016
fructifero de Ganoderma sp
Extracto etanélico de micelio de G. 28,69 umol Trolox/g Suruga et al., 2015
frondosa
Muestras de pulpas de frutos (mora, 4 a 13 umol de Trolox /g Kuskoski, Asuero & Troncoso,
uva, guayaba, fresa, mango entre 2005

otros)
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De acuerdo con los valores reportados en la Tabal 9 se destaca el potencial antioxidante de
G. lucidum dado a que los valores de la actividad antioxidante pese a que es bajo cae dentro del
rango reportado para el caso de las pulpas de frutas. Igualmente, en diversas investigaciones se ha
encontrado que los extractos de G. lucidum tienen propiedades antioxidantes, que podrian
atribuirse a polisacaridos, péptidos, complejos de polisacarido-péptido y compuestos fendlicos
(Ahmad, 2018).

Las diferencias publicadas de los valores encontrados para la actividad antioxidante y
concentracion de polifenoles totales en los hongos, en general, varia con los géneros, las especies,
las cepas e incluso las diferentes fases fisioldgicas de crecimiento (Delgado et al., 2020), al igual
que el tipo de nutrientes, sustrato donde se desarrollan y de las condiciones climaticas que los
rodean, haciendo que se altere su metabolismo, generando una amplia diversidad de compuestos
quimicos (Gonzélez, 2017), de hecho se ha demostrado que el cultivo in vitro en PDA es el medio
mas indicado para aumentar el potencial antioxidante del micelio de G. lucidum (Heleno et al.,
2012), pero también se ha encontrado que el método de extraccion afecta la actividad antioxidante
de los extractos de hongos (Sharpe et al., 2021), pues las propiedades quimicas de los solvente son
importantes no solo para incrementar la selectividad de los componentes extraidos a partir de las
setas, sino que también mejoran el rendimiento de extraccion (Delgado et al., 2013). En la presente
investigacion se obtuvo extractos acuosos de micelio y cuerpo fructifero de G. lucidum y se
determind la actividad antioxidante en estos extractos. Los extractos de agua de hongos contienen
varios polisacaridos, compuestos fendlicos y pequefias proteinas como las lectinas, cada uno de
los cuales puede tener sus propios efectos bioldgicos (Kozarski et al., 2012); por ejemplo, los
polisacaridos tienen capacidad antioxidante (Cor et al., 2018) y su mecanismo antioxidante podria

ser similar al de los compuestos fenolicos por transferencia de electrones (Quintero et al., 2021),
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también se ha reportado que los polisacaridos de los micelios tienen una eficacia similar a la del
cuerpo fructifero. (Sudheer et al., 2019). Esto explica la actividad antioxidante encontrada en los
extractos acuosos de esta investigacion, ya que los extractos se obtuvieron por la ebullicion de la
biomasa y cuerpo fructifero G. lucidum. Los extractos acuosos en caliente de G. lucidum
concentran mejor los polisacaridos y diversos estudios han concluido que estos compuestos son
potentes antioxidantes (Wu & Wang, 2009). De igual forma con los resultados obtenidos se
demuestra que la técnica de extraccion acuosa puede ser preferible a los métodos tradicionales de
extraccion, ya que, los métodos tradicionales se basan en extracciones en alcohol que requieren
mayor tiempo de maceracién y en algunos casos purifican algin compuesto individual lo que
aumenta los costos de proceso (Sharpe et al., 2021). Esto es ventajoso en la preparacion de
infusiones y tés de caracter alimentario, pues asegura el consumo de compuestos bioactivos con
actividad antioxidante que hacen parte de G. lucidum, y que son beneficiosos para la salud humana
(Santa Rosa, 2016).

Todo lo anterior indica el potencial de la fermentacién liquida, pues los resultados muestran
que la actividad antioxidante de la biomasa es levemente mas alta que en el cuerpo fructifero de
G. lucidum, esto da lugar a ventajas econdémicas para una mayor produccion de metabolitos en un
espacio compacto, mas facil de controlar, menor tiempo y menor probabilidad de contaminacion
en comparacion con el cultivo de fermentacidn solida para la obtencion de cuerpos fructiferos,
ademas la fermentacion liquida puede proporcionar una biomasa valiosa rica en metabolitos que
se pueden separar facilmente, someter a un proceso de secado y molienda y ser adicionada a una

matriz alimentaria para el desarrollo de alimentos funcionales.
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5.4. Analisis FTIR de G. lucidum
Elanalisis FTIR se utilizé para obtener los espectros de vibracion para: la biomasa micelial,
cuerpo frutifero de G. lucidum y producto comercial de café con extracto de Ganoderma. Los

espectros FTIR de diferentes muestras se indican en la siguiente Figura 17.

 [Zero Baseline Comection f\, 1T O O N DS L +.| Zero Baseline Correction —

%T

L

" 2026,01—

---------------- S S - > B0 —f - ootk

1074.35~—
11045427

e e | 40 |

1 ; ; ; ; ; i ; i
4000 3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750 500 4000 3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750 500
cm-1

100 : : . S S .. ISmoothing —T]

%T

80+
T

40+

-
)
]
]

53

20 T T T T T 7 T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750 500

Figura 16. Espectros FTRI de a) Biomasa micelial y b) Cuerpo fructifero de G. lucidum. ¢) Producto comercial de
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Los espectros infrarrojos de la Figura 17. indican que hay una similitud entre los picos,
ademas, las bandas anchas y fuertes se encuentran en las mismas regiones para las tres muestras
evaluadas. La Figura 17 a'y 17 b corresponden a la biomasa micelial y cuerpo fructifero de G.
lucidum respectivamente, los cuales presentan similitud de los picos en las mismas regiones entre
los espectros. Cui et al. (2015) sefialan que la bioactividad es mucho mas alta en micelios que en

cuerpos fructiferos y esporas de G. lucidum. Igualmente, de acuerdo con diferentes estudios se ha
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encontrado que G. lucidum contiene varios compuestos activos, pero que difieren durante las
diferentes etapas de crecimiento (Yang et al., 2019), pero de acuerdo con los espectros obtenidos
en esta investigacion se puede decir que la composicion tanto en la biomasa micelial y el cuerpo
fructifero de G. lucidum es similar, pues las bandas encontradas en ambos espectros se reportan
como: bandas anchas en la region de 3400 y 3200 cm™, un pico en la region de 2900 a 3000 cm*:
y varios picos en la regién de 1000 a 1700 cm. Igualmente, los espectros obtenidos son similares
a los reportados por Choong et al., (2013) de un producto comercial con Lingzhi 100% natural y
por Mueses y Benavides (2021) del cuerpo fructifero de G. lucidum. En cuanto a las asignaciones
de composicion de las bandas las investigaciones reportan que las bandas anchas y fuertes en la
region de 3400-3200 cm* se asignan al modo de estiramiento O—H, el pico en la regién de 2900-
3000 cm* corresponde al estiramiento C—H y en el espectro desde 1750 cm™ a 1500 cm™ los picos
corresponden a amida de proteina (Choong et al., 2013). Las bandas entre 1000 y 1100 cm*
indican la presencia de polisacaridos, mas exactamente la banda 1080 cm se ha asignado al
estiramiento de CO en B-glucanos y carbohidratos (Kozarski et al., 2012) asimismo en el intervalo
de 750-950 cm™ a a y B- glucanos (Sangeetha et al., 2019). En cuanto en la regién 1600-1700 cm
! se puede observar una banda fuerte de 1653 (Figura 16 a) y 1647,21 cm™ (Figura 17 b)
respectivamente posiblemente corresponda a la absorcion de compuestos aromaticos,
probablemente de los polifenoles, pero es necesario aislar estos compuestos para poder analizar
por FTIR y evaluar si en efecto corresponde a esta asigancién. Kozarski et al., (2012) encontraron
una banda fuerte en 1635 cm en compuestos aislados de G. lucidum, la cual indicé la presencia
de compuestos fenolicos.

Por otra parte, en el espectro FTIR de la muestra comercial de café con extracto de

Ganoderma, se observan las siguientes bandas: 3383,14 cm; 2929,87 cm!; y se observan varios



88

picos seguidos entre 1000-1700 cm™* y en la regién de 600-800 cm™. La composicion quimica del
café verde se compone principalmente de carbohidratos, lipidos, proteinas, compuestos fenolicos,
minerales, acidos grasos, y los alcaloides cafeina y trigonelina, pero durante el proceso de tostado,
el cambio de lipidos, minerales, acidos grasos, cafeina y trigonelina es pequefio, solo los
carbohidratos, proteinas y fenoles se reducen (Mendes & Duarte, 2021). En cuanto a estudios
cualitativos de composicion quimica del café por el método de espectroscopia de infrarrojo se han
identificado picos de interés asociados a diferentes compuestos quimicos como cafeina,
carbohidratos, agua y proteinas, los cuales han sido reportados en diferentes estudios, igualmente
el espectro obtenido en esta investigacion es similar a los reportados en los diferentes estudios.

Las investigaciones por FTIR realizadas en café tostado reportan bandas anchas en la
region de 3200-3400 cm™ y las han atribuido a un pico de agua es decir al contenido de humedad
de la muestra (Rodriguez, Escobar & Guzman, 2021). En las regiones a 2920 y a 2850 cm™ las
han asociado con la vibracion del enlace C-H del grupo metilo de la molécula de la cafeina,
mientras que la trigonelina ha sido asociada a picos en la regién entre 1600-1300 cm™* (Rodriguez,
Calderon & Hernandez, 2020) y los picos entre 1600-1650cm?, las han asociado a los acidos
clorogénicos (ACG) (Barrera, Gutiérrez & Orozco, 2019).

En el espectro infrarrojo de café con extracto de Ganoderma (Figura 17 c¢) evaluado en esta
investigacion se puede observar dos picos en 1653 y 1699,29 cm?, algunos de los cuales podria
corresponder probablemente a los polifenoles, en este caso a los polifenoles propios de
Ganoderma, pues Kozarski et al., (2012) indican en esa region la presencia de compuestos
fenolicos de G. lucidum. Por otra parte, los picos reportados entre 1153-1150 cm™ en café tostado
se asocian a los polisacaridos (Rodriguez et al., 2020), no obstante, en el espectro de la muestra

comercial de café con Ganoderma de esta investigacion se puede observar tres picos mas en la
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region de 600-800 cm que de acuerdo a Sangeetha et al. (2019) menciona pueden corresponder
alos ay B- glucanos de G. lucidum, por tanto, estos picos encontrados posiblemente correspondan
a los glucanos proporcionados por el extracto de Ganoderma adicionado al café. Sin embargo, se
requiere de mas ensayos y otras pruebas analiticas para poder corroborar cuales compuestos
bioactivos enriquecen el café cuando se le adiciona extracto de G. lucidum, ya que el empaque del
café comercial con extracto de G. lucidum evaluado no menciona el tipo de compuestos del hongo
que mejoran la composicion del producto. No obstante, en esta investigacion si bien no se puede
establecer con exactitud que compuesto bioactivo fue proporcionado al café por la adicion de
extracto de Ganoderma, al analizar los espectros FTIR de la biomasa micelial y del cuerpo
fructifero de G. lucidum se encuentra similitudes entre ellos. Esto es de importancia para futuros
estudios que surjan a partir de esta investigacion, dado que en esta investigacion fue posible
establecer un método mas rentable con viabilidad de produccion de biomasa micelial de G. lucidum
con aporte importante de compuestos bioactivos en mayor concentracion que en los cuerpos

fructiferos.

5.5. Analisis Sensorial

En el analisis sensorial se buscd calificar en qué proporcion es mas agradable el sabor de
la bebida, teniendo en cuenta tres diferentes concentraciones de biomasa micelial de G. lucidum
adicionada al café. Por su parte, el café empleado en esta investigacion de acuerdo al juez
entrenado es un café con notas de fruto rojo, manzana, caramelo, coco, limdn, especias y yogurt.
De cuerpo sedoso, acidez alta y residual prolongado, con notas de fruto rojo, mantequilla, caramelo
y limon. Igualmente, conforme a los resultados del analisis realizado bajo el protocolo de la SCAA,

el café empleado presentd un puntaje de 85,75 que de acuerdo a los protocolos del SCAA, es un



90

café excelente y se clasifica como de origen especial. En cuanto al analisis sensorial de este café
cuando se le adicion6 biomasa micelial de G. lucidum, el catador experto lo evalud en una escala
de 6 a 10 puntos atendiendo la escala de la SCAA. Las muestras que obtienen puntuaciones por
debajo de seis puntos, no son consideradas cafés especiales. Los resultados se muestran a
continuacion.

Acidez

Muestras
- Café control
- Café 6% Biomasa
- Café 8% Biomasa
-+ Café 10% Biomasa

Uniformidad - \Balance

Taza limpia ¢/ Cuerpo

Sabor Residual 7p Dulzura

7F ragancia/Aroma

Global

Figura 17. Gréafico radar arafia escala 0-10 para las muestras de café con biomasa micelial de G. lucidum. (Fuente:
Esta investigacion).

Mediante el analisis sensorial bajo los atributos de sabor de las bebidas de café evaluadas
se determinaron fallas, defectos en el café, asi como atributos y sabores agradables. En la Figura
18 se muestra el perfil descriptivo de las cuatro muestras evaluadas, donde se puede observar que
la muestra de café con 6% de biomasa micelial disminuy6 su puntaje, sus atributos se mantienen
casi relativamente constante alrededor de los 6,0 puntos, es decir la disminucidn de su puntaje
causada por la adicion de biomasa micelial hace que se mantenga en el minimo valor de café

especial de acuerdo a la escala de evaluaciéon SCAA (Borém et al., 2013). En cuanto a las muestras
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con adicién de 8 y 10% de biomasa micelial se puede observar en la Figura 18 que sus atributos
aumentan de puntaje, alcanzando casi los puntajes de la muestra control, y éstos se mantienen
relativamente constante en los 8 y 9 puntos, manteniéndose el café dentro del rango excelente y
extraordinario, respectivamente. Los resultados encontrados son opuestos a los reportados por
Benavides et al. (2017) quienes evaluaron el perfil sensorial de café de Narifio enriquecido con
cuerpo fructifero de G. lucidum, y encontraron que a medida que aumenta la concentracion de
Ganoderma, menor es la calificacion del perfil de taza debido al sabor amargo caracteristico del
hongo que le proporciond al café. Este sabor amargo reporta Veljovi¢ et al. (2011) puede ser
debido a los triterpenoides de G. lucidum. por ende, los alimentos enriquecidos con el hongo
adquirirdn un sabor amargo. No obstante, en esta investigacion al emplear la biomasa micelial de
G. lucidum obtenida por fermentacidn liquida, el sabor amargo caracteristico del hongo no se
percibid y en los analisis sensoriales las concentraciones mas altas de 8 y 10% resultaron en una
mayor puntuacion del perfil de taza.

Sin embargo, la adicién de biomasa micelial en concentracion del 6% al café, disminuyé
considerablemente su puntuacion del perfil de taza. La explicacién de lo anterior es que
probablemente se produjo una reaccion de las melanoidinas del café con los tioles que
posiblemente contenia la biomasa micelial de G. lucidum. Las melanoidinas son la parte
predominante de los compuestos no volatiles de la infusion de café e interactian con compuestos
volatiles del sabor (Andriot, Quéré & Guichard, 2004) y de acuerdo a las investigaciones se ha
encontrado que las melanoidinas del café pueden unirse a los tioles y tener capacidad de retencion
de los compuestos aromaticos, lo que puede afectar el perfil final del sabor en la bebida de cafe,
principalmente aromas tostados y/o sulfurosos (Zheng et al., 2021), responsables de la disminucion

en la calidad del café (Hofmann & Schieberle, 2002). Pero caso contrario, al emplear mayor
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concentracion de biomasa micelial del 8 y 10% en el café, se mejoran considerablemente los
atributos del perfil de taza. La posible explicacion, es que la biomasa micelial puede contener
trazas de lacasas; unas enzimas capaces de oxidar tioles y compuestos que producen mal olor (Xu,
2005), ademas, se ha reportado que las lacasas operan a mayor temperatura, lo que favorece altas
velocidades de reaccion en varios procesos, por ejemplo a altas temperaturas (>60 °C) producen
altas tasas iniciales de oxidacion de fenol, pero la inactivacion térmica de la enzima supera
rapidamente este beneficio y detiene la oxidacion (Delorme, Andanson & Verney, 2020). Por lo
tanto, dado que la preparacién del café se hizo a una temperatura del agua de 93 °C, y al
incrementar el contenido de biomasa micelial, también incremento el contenido de lacasas y por
la temperatura ocurrié una reaccion rapida donde posiblemente se oxidaron los tioles u otros
compuestos responsables de ocasionar disminucion de la calidad sensorial del café y por ende se
mejoraron los atributos sensoriales, incluso hasta casi obtener la misma puntuacion que la muestra
control. No obstante, es necesario realizar un analisis quimico mas analitico en términos de
composicién en la bebida de café cuando se adiciona biomasa micelial para corroborar esta
hip6tesis.

Por otro lado, al emplear la biomasa micelial del hongo ésta no sintetiza por completo los
compuestos responsables de darle el sabor amargo a los cuerpos fructiferos de los hongos, pues
Veljovi¢ et al (2019) sefiala que Ganoderma al tener su estructura similar a la madera presenta
compuestos similares a la misma como los taninos, y que éstos confieren el sabor amargo. Ademas,
el cuerpo fructifero de G. lucidum es altamente lignificado lo que le da el sabor amargo fuerte (Hu
et al., 2017). Por consiguiente, en la presente investigacion se demuestra un método prometedor
del uso directo de la biomasa micelial en los alimentos, ya que, a mayor concentracion de su

adicion en este caso al café, indico ser una aplicacion prometedora para el desarrollo de alimentos
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funcionales con un contenido importante de compuestos bioactivos y que por ende aportan
beneficios a la salud de los consumidores. Ademas, el analisis sensorial realizado en esta
investigacion es de importancia estratégica para el sector cafetero de Narifio, para la toma de
decisiones en el desarrollo de generacion de valor agregado al café mediante la adicion de hongos
medicinales que brinden propiedades antioxidantes y beneficios adicionales para los consumidores

sin que se disminuya la calidad del café.
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CONCLUSIONES

La composicion del medio tiene una influencia significativa en la produccion de biomasa
micelial y polisacéridos totales de G. lucidum por fermentacion sumergida. Las condiciones
Optimas predijeron una produccién de 3,2 g/L de biomasa micelial y 34.58 mg/g de polisacaridos
totales en base seca.

Los modelos cinéticos seleccionados de la literatura permitieron ajustar los datos
experimentales de la fermentacién liquida de G. lucidum con cascarilla de café como medio no
convencional para la cinética de crecimiento micelial, sin embargo, de los modelos para la
formacion de producto solo el modelo Luedeking—Piret con solucién de la ecuacién de raiz cubica
se ajustd con éxito, esto demuestra que este modelo puede predecir la produccién de los
polisacaridos totales en la fermentacion liquida.

La concentracion de polifenoles totales y la actividad antioxidante de los extractos acuosos
de la biomasa micelial de G. lucidum fue mas alta en comparacién con el cuerpo fructifero, esto
puede confirmar lo que se reporta en la literatura que menciona que la bioactividad es mucho mas
alta en micelios que en cuerpos fructiferos y esporas de G. lucidum.

Las bandas de los espectros de absorcién FTIR para la biomasa micelial y el cuerpo
fructifero de G. lucidum resultaron comparables con los resultados de otras investigaciones.

La adicion de biomasa micelial de G. lucidum en el café a mayor concentracion, aumenta
la calificacion de sus atributos en el perfil de taza, esto demuestra el potencial de emplear la
biomasa en la adicion en alimentos, pues en el caso de cafe, mejora su calidad funcional.

Se deben realizar mas investigaciones en la industria alimentaria para incentivar el disefio
y desarrollo de productos a base de hongos medicinales, asi como concientizar a los consumidores

sobre los efectos beneficiosos de los compuestos bioactivos derivados de los hongos.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda evaluar otros tipos de sustratos para optimizar la produccién de biomasa
micelial de G. lucidum en fermentacion liquida y que se tenga en cuenta como variable de estudio
la agitacion mecanica, ya que esta variable se evidencio influyé en el rendimiento del crecimiento
micelial.

Las investigaciones futuras se deben centrar en la optimizacion de las técnicas de
extraccion de los compuestos bioactivos de Ganoderma para maximizar la actividad antioxidante
y la estabilidad (es decir, modificando las técnicas de extraccion, la temperatura y concentracion
del solvente y la relacién muestra/solvente).

Se recomienda aplicar la biomasa micelial de G. lucidum a otro tipo de alimentos y evaluar

su perfil nutricional y sensorial que permita aumentar su aplicacién en la industria alimentaria.
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ANEXO B. Curvas de calibracion
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ANEXO C. Analisis de varianzas

Tabla A-1
Anélisis de Varianza para Biomasa micelial de G. lucidum
Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio
A:%Cascarilla 7,27296E-7 1 7,27296E-7 2,78 0,1296
B:%Levadura 2,49024E-7 1 2,49024E-7 0,95 0,3544
C:pH 4,09202E-7 1 4,09202E-7 1,57 0,2423
AA 0,0000032490 1 0,0000032490 12,44 0,0064
7 7
AB 159612E-9 1 1,59612E-9 0,01 0,9394
AC 2,4465E-7 1 2,4465E-7 0,94 0,3585
BB 0,0000058455 1 0,0000058455 22,38 0,0011
5 5
BC 1,32031E-8 1 1,32031E-8 0,05 0,8272
CC 0,0000093502 1 0,0000093502 35,79 0,0002
4 4
Error total 0,0000023512 9 2,61249E-7
4

Total (corr.)  0,0000185679 18

Fuente: Esta investigacion

Tabla A-2

Analisis de Varianza para polisacaridos totales solubles en agua de G. lucidum

Fuente Suma de Gl  Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
A: %Cascarilla 22,8541 1 22,8541 5,19 0,0486
B: %Levadura 98,9327 1 98,9327 22,48  0,0011
C:pH 31,0226 1 31,0226 7,05 0,0263
AA 6,00623 1 6,00623 1,36 0,2727
AB 40,8587 1 40,8587 9,28 0,0139
AC 9,32335 1 9,32335 2,12 0,1795
BB 48,9009 1 48,9009 11,11  0,0087
BC 5,96694 1 5,96694 1,36 0,2742
CC 57,9523 1 57,9523 13,17  0,0055
Error total 39,6051 9 4,40057
Total (corr.) 342,141 18

Fuente: Esta investigacion
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ANEXO C. Anélisis estadisticos

A continuacion, se presentan las graficas de probabilidad normal y los residuales para cada uno
de los disefios estadisticos.

Supuesto de normalidad: En la Figura 19 y 20, se muestra el grafico de probabilidad normal de
los efectos para la biomasa micelial y polisacaridos totales, observandose en ambos similitud del
comportamiento entre los resultados obtenidos y los predichos por el programa estadistico
utilizado, se puede observar que tanto la biomasa y polisacaridos los residuos parecen ajustarse a

una linea recta.
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Figura 21. Grafico de probabilidad Normal para la biomasa micelial de G. lucidum (Fuente: Esta investigacion)

99,9 7 T T T ™

porcentaje

L L L L L
-2,7 -0,7 13 33 53
Efectos estandarizados

Figura 22. Grafica de Probabilidad normal para polisacaridos totales solubles en agua de G. lucidum (Fuente: Esta

investigacion)
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Supuesto de homocedasticidad: De la Figura 21 y 22. y la grafica de los residuos en
funcion de los valores predichos, no se aprecia una tendencia clara tanto para la biomasa como
para los polisacaridos totales. Los residuos no presentan una estructura definida respecto de los

valores predichos por el modelo, por lo que no se debe rechazar la hipétesis de homocedasticidad.
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Figura 23. Grafica de residuos para la biomasa de G. lucidum (Fuente: Esta investigacién)
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Figura 194. Grafica de residuos para polisacaridos totales solubles en agua de G. lucidum (Fuente: Esta investigacion)



	LISTA DE ABREVIATURAS
	INTRODUCCIÓN
	1. DESCRIPCIÓN DEL PROBLEMA
	1.1.  Planteamiento del problema
	1.2.  Formulación del problema
	1.3.  Justificación

	2. ESTADO DEL ARTE
	2.1.  Residuos de Café
	2.1.1. Usos de los residuos del café

	2.2.  Ganoderma lucidum
	2.2.1. Ganoderma como fuente de compuestos bioactivos
	2.2.2. Cultivo de Ganoderma lucidum
	2.2.2.1.  Cultivo sumergido de Ganoderma lucidum

	2.2.3. Modelado de la cinética de crecimiento micelial

	2.3.   Los nutraceúticos y alimentos funcionales a partir de Ganoderma
	2.4.  Propiedades antioxidantes de Ganoderma lucidum
	2.5.  Marco de Referencia, Antecedentes del Tema
	2.5.1. Aplicaciones de G. lucidum a los alimentos
	2.5.2. Fuentes no convencionales en el cultivo sumergido de Ganoderma lucidum


	3. OBJETIVOS
	3.1.  Objetivo General
	3.2.  Objetivos específicos

	4. METODOLOGÍA
	4.1.  Localización de la investigación
	4.2.  Diseño Experimental
	4.3.  Adquisición del residuo de café
	4.4.  Métodos empleados
	4.4.1. Cultivo in vitro de G. lucidum
	4.4.2. Acondicionamiento de los residuos de café y su montaje en fermentación líquida para la producción de biomasa micelial de G. lucidum
	4.4.3. Determinación de biomasa micelial
	4.4.4. Determinación de polisacáridos totales solubles en agua
	4.4.5. Modelado de la cinética de crecimiento de G. lucidum
	4.4.5.1.  Estudio del modelado cinético de crecimiento micelial
	4.4.5.2.  Modelado de la formación del producto

	4.4.6. Cuantificación de polifenoles totales y la actividad antioxidante de la biomasa de G. lucidum
	4.4.6.1.  Cuantificación de polifenoles totales
	4.4.6.2.  Determinación de la actividad antioxidante por el método DPPH

	4.4.7. Análisis por FTIR de G. lucidum
	4.4.8. Dosificación de biomasa micelial de G. lucidum al café
	4.4.9. Análisis sensorial


	5. RESULTADOS Y DISCUSION
	5.1.  Optimización del medio de fermentación sumergida de G. lucidum
	5.1.1. Optimización de la producción de biomasa micelial
	5.1.2. Optimización de la producción de polisacáridos totales

	5.2.  Modelado cinético de G. lucidum bajo condiciones optimas
	5.2.1. Modelado cinético de crecimiento micelial
	5.2.2. Modelado cinético de formación de producto

	5.3.  Determinación de la actividad antioxidante
	5.4.  Análisis FTIR de G. lucidum
	5.5.  Análisis Sensorial

	CONCLUSIONES
	RECOMENDACIONES
	Bibliografía
	ANEXOS

