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Resumen

Los hongos comestibles principalmente basidiomicetos han sido utilizados
como materia prima en el desarrollo de alimentos funcionales desde épo-
cas prehispanicas en México y en el mundo por su alto contenido nutrimen-
tal y sus propiedades medicinales.

Sin embargo, para aprovechar dichos hongos, y garantizar una alta presen-
cia de metabolitos de interés nutricional se recomienda la implementacion
de procesos biotecnolégicos.

En el presente trabajo se determiné el hongo que genere una mayor can-
tidad metabolitos de interés nutricional, centrandose principalmente en la
produccion de antioxidantes, para lo cual se probaron tres especies de hon-
gos de la misma division "basidiomiceto’, la cuales fueron: P. ostreatusy
Cantharellus cibarius. Se cultivaron modificando ciertas condiciones
de cultivo: de los cuales se emplearon diferentes sustratos sélidos (sorgo,
trigo y paja) para su conservacion; posteriormente se tomé un inéculo de
cada cepay se transfirid a unafermentacién en estado liquido empleando
un medio a base papay dextrosa, asi como la implementacion de tres dife-
rentes pH (4,6 y 7) a una temperatura de 28°Cy en agitacion, para poder
determinar el consumo de sustrato usando el método del DNS, cuantifica-
cion de biomasa por el método de peso hiimedo, asi como la realizacién de
actividad antioxidante mediante 2 ensayos DPPHe y ABTSe, al igual que un
analisis de los extractos para identificacién de compuestos bioactivos por
cromatografia de masas acoplada a gases; por dltimo la cepa que presen-
to mayor produccién de biomasa y actividad antioxidante se realizé una
escalamiento del inocula a nivel piloto en un biorreactor teniendo como
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prioridad el pH dptimo de crecimiento y con poder realizar un modelado
matemético de la produccién de biomasa, consumo de sustrato y obtencion
de antioxidantes.

Finalmente, se buscé a la mejor especie de hongo comestible basiomiceto
que produjera una mayor cantidad antioxidantes, mejorando sus condicio-
nes de crecimiento.

Palabras clave: Basidiomicetos, biomasa, antioxidantes, actividad an-
tioxidante y biorreactor.

Abstract

Edible mushrooms, mainly basidiomycetes, have been used as raw mate-
rials in the development of functional foods since pre-Hispanic times in
Mexico and the world due to their high nutritional content and medicinal
properties.

However, to take advantage of these fungi and guarantee a high presence
of metabolites of nutritional interest, the implementation of biotechnolog-
ical processes is recommended.

In the present work, the fungus that generates the greatest amount of
metabolites of nutritional interest was determined, focusing mainly on
the production of antioxidants, for which three species of fungi from the
same division "basidiomycete” were tested, which were: P. ostreatus and
Cantharellus cibarius.They were grown by modifying certain growing
conditions: of which different solid substrates (sorghum, wheat and straw)
were used for their conservation; Subsequently, an inoculum of each strain
was taken and transferred to a liquid state fermentation using a medium
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based on potato and dextrose, as well as the implementation of three dif-
ferent pH (4,6 and 7) at a temperature of 28°C and in agitation, to be able
to determine the substrate consumption using the DNS method, quantifica-
tion of biomass by the wet weight method, as well as the realization of anti-
oxidant activity through 2 DPPHe and ABTSe tests, as well as an analysis of
the extracts to identification of bioactive compounds by gas-coupled mass
chromatography; Finally, the strain that presented the highest biomass
production and antioxidant activity was carried out inoculation scaling at
a pilot level in a bioreactor, with the optimal growth pH as a priority and
with the ability to carry out mathematical modeling of biomass production,
substrate consumption and obtaining antioxidants.

Finally, we searched for the best species of edible basiomycete mushroom
that produced a greater amount of antioxidants, improving its growth con-
ditions.

Keywords: Basidiomycetes, biomass, antioxidants, antioxidant activity
and bioreactor.

Introduccién

Los hongos se definen como organismos vivos que se reproducen por es-
poras y que carecen de clorofila, por lo que deben vivir a costa de otros
seres, haciéndolo de forma saprofitica, simbiética o parésita (Garcia et al.,
2009). Actualmente han sido descritas unas 80.000 especies de hongos,
sin embargo, se estima que podrian existir aproximadamente 1.5 millones
(Hawksworth., 2001). De las especies conocidas, aproximadamente el 50%
podrian ser comestibles, de éstas, alrededor de 2000 lo son con toda segu-
ridad, y alrededor de 700 especies son conocidas por sus importantes pro-
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piedades farmacoldgicas (Chang ST., 1999; Wasser SP, 2012). Los hongos,
no pertenecen al reino animal ni al reino vegetal, forman un reino propio
denominado "Reino Fungi” (Whittaker., 1969).

Uno de los hongos de gran importancia nutricional y ecoldgica es el basi-
diomiceto el cual es el sequndo grupo mas grande de los hongos, en su
mayoria macroscopico (visible a simple vista) e incluye los conocidos hon-
gos agaricales dentro de los que se encuentran algunas de las setas comes-
tibles mds conocidas. Con mds de 50,000 especies, de las cuales 684 ya se
encuentran descritas y mds de 533 ya cuentan con su genoma secuenciado
(MycoCosm, 2020). Son conocidas por su gran calidad nutricional: alto va-
lor proteico con alto contenido de aminodcidos esenciales, una considera-
ble concentracion de vitaminas, micro y macroelementos (potasio, fésforo,
calcio, magnesio, hierro, cobre, selenio y zinc), fibra, bajos niveles de sodio
y grasas insaturadas (Cardoso et al., 2017). Asi como la presencia de me-
tabolitos secundarios que son aquellos compuestos organicos producidos
por un organismo, los cuales no estan directamente relacionados con el
crecimiento, desarrollo o reproduccién normal de dicho organismo. Estos
generalmente son bioactivos, usualmente de alto peso molecular y son
producidos como familias de compuestos sintetizados en ciertas etapas del
ciclo de vida del organismo.

El interés en investigar en profundidad este reino se ha intensificado con
el paso del tiempo, pero atn falta conocer algunos otros metabolitos que
pudiese presentar ya se intra o extracelular, asi como los usos medicinales
y nutricionales que se pudiera aplicar para obtencién de alimentos funcio-
nales y nuevos farmacos.
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Metodologia

Etapa 1. Reactivacion de la cepa

Se emplearon cepas de Pleurotus ostreatus CL, P. ostreatus p83
y Cantharellus cibarius CC, las cuales se inocularon en un medio de
cultivo de agar papa dextrosa (PDA), el cual se esterilizo a 15 b de presién
durante 15 min en una autoclave. Posteriormente se dejé enfriar y bajo
condiciones de asepsia, se verti6 en cajas petri (la siembra de las cepas fue
realizada por triplicado, utilizando las siguientes leyendas como referencia
M1, M2 & M3).

Finalmente se incubaron a 25 °C, en obscuridad durante 15 dias hasta ver
la presencia de micelio

Etapa 2. Conservacion de la cepa

Se trasfirié inoculo de las cepas de P. ostreatus p83, P. ostreatus CL
y Cantharellus cibarius (activadas anteriormente) en diferentes sus-
tratos (sorgo, trigo y paja) usando frascos de vidrio y bolsas de pléstico las
cuales fueron incubadas en oscuridad, a una temperatura de 27°C, durante
15 dias (los experimentos fueron realizados por duplicado).

Tabla 1. Concentraciones de sustrato.

Sustrato Cantidad (g)

Frasco Bolsa
Sorgo 150 350
Trigo
Paja
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Figura 1. Cepas en sustrato solido de semillas de trigo. (1) P. ostreatus CL,
(2) P. ostreatus p83 y (3) Cantharellus cibarius.

La finalidad de esta etapa es para conservar las diferentes cepas de hongos,
evaluar la adaptabilidad a los diferentes sustratos, tiempo de crecimiento y

produccion de biomasa.

Transferencia de inoculo en medio liquido

Se realizaron cultivos de sacrifico de las cepas de P. ostreatus p83, P.
ostreatus CLy Cantharellus cibarius en frascos de vidrio que con-
tenfan 250 ml de medio liquido de extracto de papa y dextrosa, emplean-
do diferentes pH (5, 6 y 7), en agitacién mecanica (80 rpm) y temperatura
de 28°C (los cultivos se realizaron por triplicado). Cada tres dias se tomé
y almaceno en refrigeracién un cultivo de sacrifico de cada cepa para ser
analizadas posteriormente, esto se realizé durante 15 dfas.

Figura 2. Preparacion
del medio de cultivo
liquido.
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Cuantificacién de biomasa

Las muestras de sacrificio se filtraron con papel filtro de tipo Whatman 1, la
biomasa producida fue transferida a tubos eppendorf. Posteriormente se
determin la cantidad de biomasa utilizando una balanza analitica. Final-
mente, las muestras fueron almacenadas a 4°C.

Figura 3. Separacion de biomasa a través de filtracién y usando una bomba de vacio.
Lisis celular

Se realizd lisis celular a las biomasas obtenidas con un sonicador de la mar-
ca UP400S, Hielscher, Teltow, Germany utilizando un solvente orgénico de
etanol al 60% v/v (60% etanol: 40% agua) para un total de 1000 mL. Se
ajusto a una amplitud al 100% y sénico durante 10 min (24 Khz, 400 W).
Considerando valores de T° 30-40 °C (el uso de un bafo de agua fria o de
hielo ayudo a mantener baja la T° de sonicacién). Posteriormente se elimi-
naron los sélidos por centrifugacion (1000 rpm a 4 °C por 10 min). Final-
mente se almacenaron los sobrenadantes a 4°C para su respectivo anlisis
(24 h) (Hielscher, 2022).

Pruebas antioxidantes (DPPHe® y ABTSe)
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Se realizaron pruebas de obtencién de antioxidantes por el método de
DPPHe y ABTSe

7

% DPPH. Las actividades antirradicales de varios antioxidantes se deter-
minaron utilizando el radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPHe)
(SIGMA-ALDRICH®) (Brad-Williams et al., 1995) mediante la reaccién
de una solucién stock del radical a 0.1 mM (0.39 mg), se aforo a 10 mL
de metanol al 80%.

Por otro lado, se realizaron 3 curvas de calibracion con soluciones estandar
0.01 mM de Acido cafeico (0.018 mg en 10 mL de metanol al 80%), Acido
gdlico(0.017 mgen 10 mLde metanolal 80%)y Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-te-
trametilcromo-2-4cido carboxilico) (0.025 mg en 10 mL de metanol al 80%)
a partir de la cual se obtuvieron concentraciones en un intervalo de 0-10
uM. Para el caso de los extractos se mezclaron 100 pL de extracto metano-
lico mds 900 pL del radical.

Todas mezclas se dejaron reaccionar durante 30 miny se leyerona 517 nm
contra un blanco de metanol absoluto. Los resultados se reportan como mi-
cro moles de equivalentes de Trolox, Acido cafeico y Acido gélico por milili-
tro de extracto metandlico.

Para la determinacién del porcentaje de inhibicién de DPPH se utiliz6 la

metodologia descrita por Brad-Williams et al., 1995.

A ;
% Inhibicién DPPH = — ——"-100%

En donde AP= Absorbancia del Blanco y AM= Absorbancia de la muestra.
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% ABTS. La capacidad antioxidante se evalud con el método de ABTSe
(Re et al., 1999), el radical ABTSe+ se obtiene mediante la reaccion
de una solucion stock de ABTSe 4cido 2,2"-azino-bis (3-etilbenzotiazo-
lin-6-acido sulfénico) (SIGMA-ALDRICH®) 7 mM (3.8 mg), se aforo en 1
mL persulfato potdsico 2.45 mM (3.3. mg) misma que se encontraba
aforada anteriormente en 5 mL de agua desionizada, la solucion se al-
macen6 en oscuridad a temperatura ambiente por 12 h antes de su
uso. Posteriormente se tomaron 150 plL de muestra y diluyé en 14 mL
buffer de fosfatos (compuesta por 8 g NaCl, 0.2 g KCl y 1.44 g KH,PO,
contenido en 1 Lde agua destilada) hasta obtener una absorbancia de
0.700 (=0.020) a una longitud de maxima absorcién de 734 nm (en
caso de tener una absorbancia menor se recomienda adicionar més mL
del radical, en caso contrario mas cantidad de buffer).

Por otro lado, se realizaron 3 curvas de calibracion con soluciones esténdar
de Acido cafeico (0.18 mg en 10 mL de etanol al 95%), Acido gélico (0.17
mg en 10 mL de etanol al 95%) y Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcro-
mo-2-acido carboxilico) 0.1 mM (0.25 mg en 10 mL de etanol al 95%) a
partir de la cual se obtuvieron concentraciones en un intervalo de 0-90 pM.
Para el caso de los extractos se mezclaron 100 plL de extracto etandlico mas
1,000 L de ABTSe.

Todas las mezclas se dejaron reaccionar durante 6 min, transcurrido este
tiempo, fueron leida a 734 nm. Los resultados se reportan como micro mo-
les de equivalentes de Trolox, Acido cafeico y Acido galico por mililitro.

Para la determinacidn del porcentaje de inhibicién se utilizd la metodologia
descrita por Re et al., 1999.
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(ABTS (t = 0)) - (ABTS (t = 6))

-1009
ABTS (t=0) &

% Inhibicion ABTS =

En donde ABTS (t=0) =absorbancia obtenida en el tiempo cero, ABTS (t=6)
=absorbancia después de 6 minutos.

Determinacion de azicares reductores en medios de cul-

tivo liquidos

Para la determinacién de azucares se empleé el método colorimétrico del
acido 3,5 dinitrosalicilico (DNS) (Miller, 1959), de acuerdo a los siguientes
pasos:

Se realizo una curva de calibracién para determinar la concentracién de sus-
trato (ver anexo 1)

Se utilizaron los medios liquidos de las cepas filtradas (P. ostretus p83,
P. ostretus CL y Cantharellus cibarius)y se aplic el paso 3y 4
del anexo 1 para llevar a cabo la determinacidn de azucares (se realizé por
duplicado).

Etapa 3. Transferencia de inoculo en biorreactor

Se transfirié 5% de inoculo de cultivo de sacrificio de Cantharellus cibarius
a un biorreactor en el que se empled agitacién mecanica, pH éptimo de
crecimiento evaluado anteriormente y temperatura de 28°C.

o C(aracteristicas del biorreactor
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El fermentador empleado fue tipo batch (con la finalidad de obtener mayor
cantidad de biomasa).

Se empleo un recipiente de vidrio de 1.5 L, asi como una agitacion mecé-
nica a través de un sistema de paletas y un motor que permitiera controlar
dicha agitacion.

Se utilizo un sensor de pH y temperatura los cuales permitieron controlar
dichas variables a través de programacién con Arduino.

Para el caso de la aireacion se utilizé una bomba de vacio colocando una
membrana para evitar problemas de contaminacién

Sensor e
P Seeorde
Ntor de b

Recolector
de muestra

Aspas de
paletas

Fuaniss ds pader
y RQuat e T,
pHy agitacion

Figura 4. Biorreactor para la produccion de antioxidantes a escala piloto de Cantharellus
cibarius atemperatura, pH y agitacién optima.
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Resultados

Reactivacion de las cepas de P. ostreatus CL, P. ostreatus p83y C.
cibarius.

Las cepas fueron reactivadas en medio solido PDA. El crecimiento micelial
estuvo presente y se observaron las caracteristicas macroscdpicas tipicas de

las cepas.

Para las dos cepas de P ostreatus se observé un micelio blanquecino, al-
godonoso y abundante desde los primeros dias de incubacién. Invadiendo
completamente la caja Petrialos dias 15 de incubacién. La cepa P. ostrea-
tus p83 presentd un micelio més algodonoso en comparacién con la cepa
P. ostreatus CL.Para la cepa de C. cibarius se observé un crecimiento
micelial blanquecino al inicio de la incubacién y conforme avanzaban los
dias este se torn6 color amarillo-naranja. EI medio de cultivo se torné color
naranja. El crecimiento de esta cepa fue mas precoz, invadié completamen-
te la caja Petri a los 5 dias de incubacién. En la Figura 5 se observa este

crecimiento.

(1)P. ostreatus p83 (2)P.ostreatus CL, (3) | (3)C.cibarius.

Produccién de inoculo en sustratos sélidos

La produccién de inoculo en los granos de sorgo resultd favorable.
Después de 15 dias de incubacidn se observaron las caracteristicas tipicas
del crecimiento micelial de los tres hongos utilizaos en este trabajo. Las
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semillas de sorgo se invadieron completamente. En la figura 6 se ilustra
lo mencionado.

(1) P, ostreatus CL | (2) P ostreatus p83 | (3)C. cibarius.
Figura 6. Produccién de inoculo de las cepas de hongo. (1), (2) y (3)

Fermentacion liquida

Produccion de biomasa de la fermentacién liquida en frascos. La bio-
masa producida por las cepas de hongos en medio liquido de extrac-
to de papa se observa en la figura 8. Se puede notar que el medio
de cultivo no favorecié el crecimiento de la cepa de P ostreatus
CL, la biomasa alcanzada fue minima. Para las cepas de P os-
treatus p83 y C. cibarius la biomasa se incrementé en un 145
y 187 %, respectivamente y en comparacién con el inoculo inicial.

| Figura 7. Biomasa obtenida de la fermentacion liquida en frascos. |
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Aunque se incrementd la biomasa en P. ostreatus p83y C. cibarius,
la concentracién obtenida fue inferior a lo que se ha reportado en otros
medios de cultivo para estas mismas cepas. Por mencionar algunos traba-
jos estd el de Téllez-Téllez et al., (2008) que en un medio con glucosa y
extracto de levadura obtuvo hasta 5.6 g/L de biomasa de P. ostreatus. Es
importante mencionar que en este trabajo el inoculo fueron granos de sor-
go invadidos con el hongo y en el trabajo de Téllez-Téllez (2008) utilizaron
pellets de micelio, lo cual significa que la biomasa se incremento significa-

tivamente con respecto al inoculo inicial.

También se encontré que el crecimiento de P. ostreatus CL no presen-
t6 las fases tipicas del crecimiento microbiano en cultivo en lote. Para C.
cibarius se observé una curva tipica. El bajo crecimiento micelial de las
cepas se puedo deber al exceso de carbohidratos en el medio de cultivo,
aunado a esto, es necesario incrementar el nimero de muestreos para la
determinacion de la biomasa a fin de tener el panorama particular de lo
que ocurre en cada fermentacion.

Determinacién del consumo de sustrato de la fermenta-

cion liquida en frascos

Para la determinacién de consumo de sustrato en las diferentes cepas, se
empled la curva de calibracién obtenida con glucosa (anexo 1).

Se observa que el sustrato consumido fue disminuyendo gradualmente a
medida que pasaban los dias de fermentacion. Lo que puede indicar que
el sustrato consumido fue utilizado en una mayor parte para la produccién
de biomasa y en el porcentaje que algunos autores han descrito para los
organismos aerobios, sino mds bien para la produccién de metabolitos. Los
resultados se muestran en la figura 9.
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Figura 8. Consumo de sustrato de la fermentacion liquida en frascos.

Es importante mencionar que el consumo de sustrato fue determinado por
evaluacién de azlcares reductores, por lo cual la transformacién o genera-
cion de otros tipos de azicares no fue cuantificado.

Determinacion de la capacidad antioxidante
% Método DPPH

Todos los cultivos presentaron inhibicién del radical DPPH y capacidad an-
tioxidante. Los porcentajes de inhibicién se observan en la tabla 1. No se
encontraron diferencias significativas entre las tres cepas utilizadas a los 3
dias de fermentacidn, sin embargo, en los dias 6 y 12 si hubo diferencias.
Los valores de inhibicién fueron de 48.62 a 63.31 % y aunque la cepa de
C. cibarius tié el medio de cultivo y esta coloracidn puede ser atribuida
a moléculas antioxidantes, esto no influyd en el porcentaje de inhibicién a
los 12 dias de incubacion.
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Tabla 1. Porcentaje de inhibicién delradical DPPH del cultivo en frascos de P.
ostreatusC L, P. ostreatus p83y C. cibarius.
Tiempo de
fermentacion C. cibarius P. ostreatus CL P. ostreatus p83
3 55.5%4.83* 53.93+2.84¢ 52.06+3.24°
6 63.31+5.70° 48.62+0.92° 52.82+2.96"
9 48.70+1.51° 58.85+2.17¢ 47.6+0.92°
12 50.19+3.32° 46.67+0.45°

*Promedio=+desviacién estandar. Letras diferentes significan una diferencia estadistica-
mente significativa (p<0.05). Comparacion entre filas. (-) No determinado.

Con respecto a la capacidad antioxidante, se observé el mismo comporta-
miento que con el porcentaje de inhibicién (tabla 1). En los primeros dias
no se observaron diferencias significativas, pero a partir del dia 6 y 12 este
comportamiento no fue el mismo. La capacidad antioxidante maxima fue
de 24.99 para la cepa de C. cibarius a los 6 dias de incubacién. A partir
de este tiempo y para esta cepa se puede recomendar la extraccién y an-
tioxidantes para su uso biotecnoldgico.

Tabla 2. Capacidad antioxidante DPPH del cultivo en frascos de P. ostreatusCL,
P. ostreatus p83y C. cibarius.

(Mg equivalentes a Trolox/ml).

Tiempo de

fermentacion C. cibarius P. ostreatus CL P. ostreatus p83
3 21.75+2.00% 2111172 20.33+1.34°
6 24.99+2 36° 18.90+0.38° 20.64+1.23°
9 18.94+0.62° 23.14+0.90° 18.48+0.38"°
12 - 19.56+1.37° 18.10+0.19°

*Promedio=desviacion estdndar. Letras diferentes significan una diferencia estadistica-
mente significativa (p<0.05). Comparacion entre filas. (-) No determinado.
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Aunque los cultivos evaluados presentaron la generacién de poca biomasa,
estos pueden servir para la recuperacién de algunas biomoléculas como los
antioxidantes.

< Método ABTS

Los resultados del porcentaje de inhibicién del radical ABTS se observan
en la tabla 3. Todas las cepas presentaron inhibicion del radical, sin em-
bargo, la cepa de C. cibarius presenté una diferencia significativa en
comparacién con las cepas de P. ostreatus CL y p83 en los tiempos
de fermentacién de 3y 6 dias. A partir de los dias 9y 12 no se encontraron
diferencias significativas. Los valores de inhibicién oscilaron en el rango de
32.04 2 81.09 %. Es destacable el hecho de que C. cibarius alos prime-
ros 3 dias de fermentacion presentd el méximo porcentaje de inhibicién. La
reduccion del % de inhibicidn en los tiempos posteriores se puede atribuir
a la transformacién de estas moléculas o al uso de las mismas para reducir
el estrés celular generado por las condiciones de cultivo que impidieron la
produccién de biomasa suficiente.

Tabla 3. Porcentaje de inhibicién delradical ABTS**del cultivo en frascos de P.
ostreatus CL, P. ostreatus p83y C. cibarius.

Tiempo de

fermentacign C. cibarius P. ostreatus CL P. ostreatus p83
3 81.09+0.97* 39.16+1.84" 32.04+1.08¢
6 63.11+0.84° 40.18+3.15° 36.66+0.58°
9 43.78+2.92° 42.72%1.69° 39.71£3.16°
12 38.6+£3.98° 41.84+8.75°

*Promedio=desviacion estdndar. Letras diferentes significan una diferencia estadistica-

mente significativa (p<0.05). Comparacion entre filas. (-) No determinado.
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Conrespecto a la capacidad antioxidante de ABTS, se observé que la cepa de
C. cibarius present6 los valores maximos (222.22 y 164.26). Es de notarse
que la capacidad antioxidante de C. cibarius a lo largo de la fermen-
tacion fue en decremento, sin embargo, presenté valores muy significati-
vos de actividad. Esta reduccion puede atribuirse a la transformacién de
las moléculas con capacidad antioxidante. Los resultados hallados para C.
cibarius presentaron una diferencia estadisticamente significativa en los
tiempos 3y 6 dias en comparacidn con las cepas de P. ostreatus.

Tabla 4. Capacidad antioxidante ABTS**del cultivo en frascos de P. ostreatus
CL, P. ostreatus p83y C. cibarius.
(ug equivalentes a Trolox/ml).
Tiempo de
fermentacion C. cibarius P. ostreatus CL P. ostreatus p83
3 221.22+3.10* 87.8+5.86" 65.15+3.45¢
6 164£2.68° 91.04£10.01° 79.86x1.84%
9 102.51+9.28° 99.13+5.37° 89.57+10.07°
12 86.03+12.67° 96.33+27.83¢

*Promedio=+desviacién estandar. Letras diferentes significan una diferencia estadistica-
mente significativa (p<0.05). Comparacion entre filas. (-) No determinado.

En comparacidn con la capacidad antioxidante obtenida con los equiva-
lentes a trolox, se puede notar que se obtuvieron mayores valores con los
equivalentes a ABTS. Estas diferencias pueden atribuirse a los tipos de mo-

léculas que cuantifica cada uno de los métodos mencionados.

De forma general se puede concluir que hubo una baja produccién de bio-
masa y el sustrato se consumid dentro de los primeros dias de fermenta-
cién. Aunque no se generd biomasa en una gran concentracién, esto no
afectd la produccion de antioxidantes. Por lo cual el medio de cultivo puede

tener el propdsito de generar estos compuestos, pero no biomasa.
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Determinacién de biomoléculas por cromatografia de ga-

ses acoplada a espectrometria de masas (CG/MS)

Se lisaron las células obtenidas de las fermentaciones en frascos para las
cepas de P. ostreatus CL, P. ostreatus p83y C. cibariusy se iden-
tificaron por CG/MS los compuestos bioactivos. En la tabla 5 podemos apre-
ciar que se encontraron dcidos, aminodcidos, carbohidratos, acidos grasos
y otras moléculas.

— 406 ——



Juntanzas de Mujeres que Cuidan las Vidas en los Territorios

Tabla 5. Compuestos bioactivos encontrados en la fermentacién en

frascos.

P. ostreatus p83 \

P. ostreatus CL ]

C. cibarius

Acidos

Acido lactico

Acido lactico

Acido lactico

Acido tartérico

Acido mélico

Acido fosfdrico

Acido citrico

Aminoéacidos
Alanina Alanina Alanina
Valina
Leucina
Prolina
Serina
Acido glutdmico
Carbohidratos
Fructosa Fructosa Fructosa
Manosa
Sucrosa - -
Manitol Manitol
Glucosa Glucosa
Sorbosa -
- Arabitol
- Galactosa
- Trehalosa

Acidos grasos

Acido palmitico

Acido palmitico

Acido estedrico

Acido estedrico

Acido linoleico

Acido oleico

Otras moléculas

Glicerol

Glicerol

Glicerol

Acido glicélico

Monoetanolamina

Acido piroglutdmico

Trolamina
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Bajo las condiciones de andlisis en el CG/MS se encontraron 11 compuestos
para P. ostreatus p83,7 para P. ostreatus CL y 24 para C. ciba-
rius. La extraccion y recuperacion de estas moléculas de la biomasa resulté
favorable con el método de extraccion con ultrasonido y estas moléculas
pueden tener algunas aplicaciones en las dreas alimentaria, farmacéutica,
médica, agricola, entro otras.

Dados los resultados obtenidos para el crecimiento de las cepas, se eligié
a C. cibarius por su capacidad de producir altas concentraciones de an-
tioxidantes y contener la mayor cantidad de compuestos bioactivos en la
biomasa. Esta cepa fue utilizada para para realizar una fermentacién liquida

en frascos a diferentes pH.
Fermentacion a diferentes pH

Crecimiento de biomasa y consumo de sustrato de Can-
tharellus cibarius a diferentes pH

La cepa de C. cibarius fue cultivada en medio liquido en frascos a dife-
rentes pHs (4, 6y 7). Los resultados de produccion de biomasa se observan
en lafigura 9.

N = R ]
i

Biomasa (g/L)
%]

=

52 102 152 202 252 302 352
Tiempo (Horas)

]

—a—CCpH=4 —w» CC pH=% —a—CC pH=T

Figura 9. Produccion de biomasa por C. cibarius a diferentes pH.
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Se puede observar que practicamente el crecimiento celular fue el mismo
en todas los pHs evaluados, excepto a los 12 dias de fermentacion para
el pH 6. Es importante destacar que el pH de la fermentacion en frascos
para C. cibarius y las cepas de P. ostreatus CLy p83 (analizada en
el apartado anterior) fue de 5.3 y en esta fermentacion fue de 4, 6 y 7, sin
embargo, el pH no afectd significativamente la produccién de biomasa. Se
observé el mismo comportamiento: una produccién baja de biomasa en
comparacion con otros reportes.

El consumo de sustrato de C. cibarius se observa en la figura 10. El
perfil de consumo de sustrato fue practicamente el mismo para los tres
pHs evaluados, siendo comparables con lo observado en la fermentacion
liquida para las cepas de C. cibarius y P. ostreatus donde el pH no
fue ajustado.

[o%]
[S%]

0 50 100 150 200 250
Tiempo (Horas)

Concentracion (g/L)
o

—a—CC pH=t —a—CC pH=6 ——C.C pH=7

| Figura 10. Consumo de sustrato de Cantharellus cibarius a diferente pH.

Determinacién de la capacidad antioxidante

% Método DPPH
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Los resultados de porcentaje de inhibicién del radical DPPH se observan en
la tabla 6. Es notorio que todas las muestras inhibieron al radical y que el
pH de 6 fue el mejor, esto se corrobora con el andlisis estadistico realizado.
Después el pH 6, el mayor porcentaje de inhibicion se observé para el pH 7
y finalmente el 4. Podemos concluir que el pH dcido no favorece la inhibi-
cion del radical DPPH en esta fermentacién.

Tabla 6. Porcentaje de inhibicion delradical DPPHe del cultivo de C. cibarius a
diferentes pH.
Tiempo de
fermentacién pH=4 pH=6 pH=7
6 35.8+0.08* 43.46+0.28° 41.38+0.34°
9 35.60.07¢ 47.18x1.46° 42.07+0.36°
12 37.03+0.12¢ 44.53+0.39° 39.42+0.31°

*Promedio=desviacién estandar. Letras diferentes significan una diferencia estadistica-
mente significativa (p<0.05). Comparacion entre filas.

Con respecto a la capacidad antioxidante de DPPH, se observé el mismo
perfil. El pH en el cual se observé mayor capacidad fue el pH 6, sequido del
7y 4.Elrango de valores fue de 13.6 a 18.3 pg equivalentes a Trolox/ml.

Tabla 7. Capacidad antioxidante DPPHe del cultivo de C. cibariusa diferentes pl
(ug equivalentes a Trolox/ml)

Tiempo de

fermentacion pH=4 pH=6 pH=7
6 13.6+0.03* 16.77+0.11° 15.91+0.14°
9 13.51+0.03¢ 18.31+0.61° 16.19+0.15"
12 14.11+0.05¢ 17.21+0.16° 15.09+0.13"

*Promedio=desviacion estdndar. Letras diferentes significan una diferencia estadistica-
mente significativa (p<0.05). Comparacion entre filas.
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No se observé un comportamiento creciente en la capacidad antioxidante,
los valores fueron aumentando o reduciéndose en algunos casos. Este com-
portamiento puede atribuirse a la transformacién de las moléculas.

% Método ABTSe+

Los resultados de porcentaje de inhibicién del radical ABTS se observan en
latabla 14. El pH que favorecié la inhibicién del radical fue el pH 6, seguido
del 7 y de 4. Los valores obtenidos estuvieron en el rango de 18.81 a 55.4
%. En todos los pH 7 el porcentaje de inhibicion se redujo conforme trans-
currian los dias de fermentacién.

Tabla 8. Porcentaje de inhibicién delradical ABTS**del cultivo de C. cibarius a
diferentes pH.

Tiempo de fermentacién pH=4 pH=6 pH=7
6 26.55+0.24* 55.4+0.05° 54.46+0.15°
9 18.81+0.24¢ 53.53+0.07° 42.61+0.31"
12 16.51+0.38¢ 31.71x0.42° 18.86+0.06"

*Promedio+desviacion estandar. Letras diferentes significan una diferencia estadistica-
mente significativa (p<0.05). Comparacion entre filas.

Con respecto a la capacidad antioxidante obtenida con el radical ABTS, la
mayor capacidad se encontré a pH 6, sequido de 7y 4.

Tabla 9. Capacidad antioxidante ABTS"*del cultivo de C. cibariusa diferentes p
(ug equivalentes a Trolox/ml)

Tiempo de fermentacidn pH=4 pH=6 pH=7
6 47.68+0.76* | 139.46+0.16° | 136.47x04
9 23.06%0.76¢ | 133.53+0.22° 98.78+0.9;
12 15.73+1.22¢ 64.09£1.33° 23.21£0.2(
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*Promedio+desviacién estandar. Letras diferentes significan una diferencia estadistica-

mente significativa (p<0.05). Comparacion entre filas.

En todos los tiempos y pHs evaluados, se observé un decremento de la ca-
pacidad antioxidante. Es notorio que a pH 7, se redujo aproximadamente
un 500 % la capacidad antioxidante. Comparando la capacidad antioxidan-
te con DPPH y ABTS, podemos concluir que el mejor método para evaluar
este parametro en este cultivo es el de ABTS, donde se han observado los
valores mas altos.

Fermentacion liquida de C. cibarius en un biorreactor tipo batch

Se cultivé a C. cibarius en un biorreactor tipo batch ajustando el medio
de cultivo a pH 6. Este pH fue seleccionado debido a que en este se encon-
tré la mayor produccion de antioxidantes (determinado por el % de inhibi-
cién y capacidad antioxidante de los radicales DPPH y ABTS) y porque esta
cepa en la fermentacion liquida de la etapa 1 presentd el mayor ndmero de
biomoléculas. En lafigura 11 se observa el crecimiento de C. cibarius, se
puede notar que el crecimiento micelial fue escaso durante todo el tiempo
de fermentacion. Se alcanzé un crecimiento méximo de 8.3 g/La los 16 dias

de incubacin. y

8.5 -
» _F—

7.5 /

L

(1] 100 200 300 400
Tiempo (Horas)

Biomasa (g/L)
ML."\ h
h o Lh

LA

Figura 11. Biomasa producida por C. cibarius en un biorreactor tipo batch. |
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Se observé consistencia en la produccién de biomasa en el cultivo en el
biorreactor y la fermentacion en frascos: una escasa produccion de bioma-
sa. No se observaron todas las fases de crecimiento microbiano tipicas de
los cultivos en lote, esto puede deberse a los pocos puntos evaluados. Es
preferible hacer la determinacién de la produccién de biomasa al menos
cada 24 hrs, sin embargo, se observé un crecimiento constante a lo largo
de la fermentacion.

La concentracion de biomasa encontrada en este trabajo para la cepa de
P. ostreatus es inferior a algunos reportes de bibliografia, donde se han
encontrado valores de hasta 15.28 g-L" en un medio de cultivo compuesto
por glucosa, 28.41 g-L"; extracto de levadura, 5.68 g-L" y peptona, 2.32
g-L" (Ferrer et al., 2019). En este trabajo la méxima concentracién de bio-
masa fue de 4.45g:L" para la fermentacidn en frascos para P. ostreatus, y
para la fermentacion en frascos para C. cibarius a pH 6 fue de 4.06 g-L".
En la fermentacién con el biorreactor tipo batch se observé una maxima
concentracién de 8.36 g-L". Es importante mencionar que la formulacién
del medio de cultivo puede ser un factor importante y que influy6 en la
obtencién de la biomasa.

El consumo de sustrato se observa en a figura 12. es notorio que el sustrato
no se agoté en los primeros dias de fermentacién al igual que ocurrid en los
frascos. Esto tiene una légica explicativa dado que hubo poca presencia de
biomasa y el sustrato no fue consumido en su totalidad.

Figura 12. Consumo de sustrato por C. cibarius cultivado en un biorreactor
tipo batch.
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En la tabla 10 se muestra el porcentaje de inhibicién de los radicales DPPH
y ABTS. Se observa que el mejor método para evaluar este parametro fue
con el radical ABTS, donde se encontraron los mayores valores. El porcentaje
de inhibicion fue disminuyendo conforme avanzaba la fermentacién (para
los dos métodos evaluados). Esto se puede deber a la transformacion de
estas moléculas o al tratamiento de la muestra.

El cambio del sistema de fermentacion de frascos al biorreactor tipo batch
benefici la produccion de antioxidantes. En la fermentacién a pH 6 para
C. cibarius se encontraron valores desde 31.7 a 55.4 % de inhibicién de
ABTS y de 43.46 a 47.18 % de inhibicién de DPPH. En el cultivo en el bio-
rreactor, se encontrd hasta 91.37 y 57.8 % de inhibicion para ABTS y DPPH,
respectivamente.
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Tabla 10. Porcentaje de inhibicion en elbiorreactor.
Radical
Tiempo de fermentacién DPPH ABTS*
3 57.08+1.92" 91.37x0.16°
6 50.14%2.07° 73.12+2.30°
9 42.01x2.80" 52.52+1.60°
12 36.99+1.37¢ 31.99+0.82°
15 18.17+9.05° 25.47+x0.99°

*Promedio=+desviacién estandar. Letras diferentes significan una diferencia estadistica-
mente significativa (p<0.05). Comparacion entre filas.

Con respecto a la capacidad antioxidante se encontré que esta fue dismi-
nuyendo conforme avanzaba la fermentacidn y que el sistema de fermen-
tacién en el biorreactor tipo batch mejoré la produccién de antioxidantes
en comparacion con la fermentacién en frascos a pH 6 para C. cibarius,
donde los valores obtenidos fueron de 16.77 a 17.21 para ABTS y de 64.09
a 139.46 para DPPH.

Tabla11.Capacidad antioxidante en el biorreactor.
(ug equivalentes a Trolox/ml).

Tiempo de fermentacién DPPH ABTS*
3 55.85+1.92" 253.93+0.50"
6 48.91+2.07° 195.85+7.32¢
9 40.78+2.80° 130.31+5.11¢
12 35.76+1.37° 64.98+2.61°
15 16.95+9.05° 44.23+3.142

*Promedio=desviacién estandar. Letras diferentes significan una diferencia estadistica-
mente significativa (p<0.05). Comparacion entre filas.
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La mdxima concentracién de capacidad antioxidante fue encontrada en las
primeras horas de fermentacion y alcanz6 valores de hasta 253.93, siendo
el mejor método para la determinacion de este pardmetro el de ABTS, don-

de se encontraron las mayores concentraciones.

Para el caso de C. cibarius la actividad antioxidante se ha reportado en el
cuerpo fructifero del hongo (Aldavero, 2014). En el sombrero del hongo se
han reportado hasta 109=9 pg equivalente de Trolox/g de peso himedo y
para el pie de 94=11 pg equivalente de Trolox/g de peso hdmedo. En las
harinas de este hongo se obtuvo hasta 118+25ug equivalente de Trolox/g
de peso himedo. En este trabajo se ha utilizado el micelio del hongo por
lo que este es un indicio de que el hongo en todo su ciclo de vida puede
producir estas biomoléculas. Hasta ahora no hay reportes que evalden la
capacidad antioxidante de C. cibarius en su estado micelial y en este
trabajo se ha demostrado que puede producir antioxidantes en diferentes

sistemas de fermentacion.
Conclusiones

De acuerdo con lo analizado en el presente trabajo podemos concluir; de
las tres variedades de hongos basidiomicetos, el que ofrece un crecimiento
micelial en un menor tiempo es Cantharellus cibarius, auny cuando
se modifiquen algunas variables que interfirieran en su crecimiento.

El tipo de sustrato, pHy la temperatura en el cual se inocula cualquier hon-
go en especial basidiomiceto es un punto clave para la obtencién de sus
cuerpos fructiferos, asi como la optimizacion en los tiempos de crecimiento.
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Un punto extra para el proceso de crecimiento es importante considerar el
origen de donde es extraido si de una forma silvestre o una més sintética ya
que esto le facilita que el hongo se adapte facilmente a las condiciones de
cultivo y favorezca su crecimiento.

Al realizar el comparativo antioxidante con las tres variedades de hongos
y empleando los radicales DPPHe y ABTSe+ se puedo apreciar que el por-
centaje de inhibicién y capacidad antioxidante fue en la especie de Can-
tharellus cibarius.

Modificando los pH del hongo Cantharellus cibarius el mejor pH
para que el hongo presente un alto potencial antioxidante tanto en DPPHe
como ABTSe+ esa pH=6.

En el proceso de fermentacién a escala en el que se aprecié un mayor
porcentaje de inhibicion y capacidad antioxidante fue al utilizar el radical
ABTSe+.

Los compuestos analizados por cromatografia destacan la presencia de
compuestos principalmente azucares, aminoacidos que a la vez actian con
capacidad antioxidante segun lo investigado por la bibliografia citada. Y
pueden ser utilizados para la elaboracion de productos con alto impacto
nutricional y fines medicinales.

En este proyecto se desea optimizar el tiempo de produccidn y rendimiento
de antioxidantes de diferentes cepas de hongos el cual por cuestiones de
tiempo ya no se pudo realizar, pero esto deja abierta la perspectiva para
sequir desarrollando investigaciones complementarias.
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ANEXOS

Anexo 1. Curva de calibracién para la determinacion de azucares reduc-
tores.

Se disolvid los sélidos en la mitad del volumen final, disolviendo primero
el NaOH

Se prepard una solucién madre (SM) de Glucosa en 500 ml, en este caso
250 mg de Glucosa disueltos en 500 ml de agua destilada.

Posteriormente para los azucares reductores se prepararon 5 tubos cada
uno con 1 ml de agua destilada, del primer tubo se agregé 1 ml de laSMyy
de este tubo se tomé 1 ml para agregarlo al siguiente tubo y asi sucesiva-
mente. Una vez terminada las disoluciones de la solucién madre agregar 3
ml de DNS a cada tubo (se realizaron por triplicado).

Se llevé a ebullicion por 15 min, se dejé enfriar en un repiente con hielo
y se leyeron las muestras en el espectrofotémetro con una absorbancia de
540 nm (esta absorbancia se determing a través de un barrido espectro-
fotométrico).

Tabla 12. Datos para la curva de calibracion de glucosa.

Curva de calibracién usando glucosa para determinacién de
azlcares reductores.
Tubos M, (ABS) M, (ABS) M; (ABS) (g/L)
1 0.398 0.435 0.397 0.03119
2 0.45 0.43 0.405 0.06238
3 0.55 0.512 0.56 0.01559
4 0.74 0.8 0.815 0.12476
5 1.02 0.99 0.998 0.24952
Blanco 0 0 0 0
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Figura 13. Curva de calibracién de glucosa.
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