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RESUMEN

Estudio del proceso de cultivo de los hongos medicinales Lentinula edodes
y Ganoderma curtisii en la fermentacion sélida a nivel de bioreactor

Realizado por: IQ Luisa Fernanda Cisneros Garcia
Dirigido por: Dra. Rosalia Cerecero Enriquez
Dra. Dulce Maria G. Salmones Blasquez

Lentinula edodes y Ganoderma curtisii son especies ampliamente cultivadas en el
sureste de Asia debido a su valor nutricional y medicinal ya que contienen
polisacéaridos y otros metabolitos con propiedades antibacterianas, antioxidantes y
efectos inmunomoduladores. El objetivo de este trabajo fue evaluar el crecimiento
de los hongos medicinales Lentinula edodes y Ganoderma curtisii empleando un
bioreactor de columna-charolas, en comparacion con la forma tradicional de
reproducir el micelio (camaras de incubacion), esto con la finalidad de determinar la
factibilidad del uso del bioreactor para incrementar los indices de productividad de
los hongos. El crecimiento de los micelios se detectdé en fermentacién en medio
liguido MDA a nivel de bioreactor con una inyeccion de aire de 0.3 vwm a
temperatura controlada de 26°C y 70% humedad, y camaras de incubacion 26+1°C,
sin agitacion, ambos con incubacién de 14 dias. Para el crecimiento del micelio por
fermentacién en medio solido, se utiliz6 semilla de sorgo estéril como sustrato,
incubandose a 26°C y 70% humedad con inyeccion de aire de 0.3 vwm en el
bioreactor y, camara de incubacién por 21 dias. En la validacién de biomasa
crecida, se realizaron pruebas de actividad enzimética por lacasas (UAE). En la
etapa de fructificacién del hongo, mediante fermentacién en medio sélido a 26°C y
75% de humedad vy flujo de aire a 0.3 vwvm, se utilizaron muestras elaboradas con
diferente formulacién de sustrato para G. curtisii (69% de paja, 1% de peat moss,
20% de encino, 10% de salvado de trigo) incubado durante 2 meses, en tanto que,
L. edodes (90% de bagazo de cafa y 10% de encino) incubado durante 3 meses.
Las propiedades nutricionales de los hongos desarrollados en bioreactor fueron
evaluadas mediante FTIR. Un mayor crecimiento de micelio se observé en medio
liquido y en bioreactor para G. curtisii con 16% de biomasa, mientras que, L. edodes
obtuvo 5.3% a 14 dias de incubacién. En cuanto a la actividad de lacasas a los 7
dias de incubacion, se alcanzo una actividad enzimatica de 61.1564 pum/g min para
G. curtisii y, de 35.778 pum/g min para L. edodes mientras que, las muestras
incubadas en forma tradicional, la actividad enziméatica fue de 34 um/g min para G.
curtisii a partir de inoculo primario y de 34.5 um/g min para L. edodes a partir de una
cepa crecida en PDA. La eficiencia bioldgica de la cepa G. curtisii fue de 16.7% de
y, de 47.14 para L. edodes. El analisis por FTIR de los hongos crecidos en bioreactor
y camaras de incubacion determino los mismos grupos funcionales con vibraciones
gue mostraron compuestos de grupo funcionales, hidroxilo, proteinas (grupos
amino), lipidos (CHz2y CHs) y polisacaridos como (3-glucano.



ABSTRACT

Study of the culture process of the medicinal mushrooms Lentinula edodes
and Ganoderma curtisii in the solid fermentation at bioreactor level

By: IQ Luisa Fernanda Cisneros Garcia
Advisors: Dra. Rosalia Cerecero Enriquez
Dra. Dulce Maria G. Salmones Blasquez

Lentinula edodes and Ganoderma curtisii are species widely cultivated in Southeast
Asia due to their nutritional and medicinal value since they contain polysaccharides
and other metabolites to which antibacterial, antioxidant and immunomodulatory
properties have been attributed, among others. The aim of this work was to evaluate
the growth of the medicinal mushrooms L. edodes and G.curtisii using a column-
charola bioreactor, in comparison with the traditional way of reproducing the
mycelium (incubation chambers), in order to determine the feasibility of using the
bioreactor to increase the productivity rates of the mushroom. Mycelium growth was
detected in MDA liquid medium fermentation (1) Bioreactor level with an air injection
of 0.3 vwm at controlled temperature of 26°C and 70% humidity, (2) Incubation
chambers 26+1°C and without agitation, both with 14 day incubation. For mycelium
growth by fermentation in solid medium, sterile sorghum seed was used as
substrate, incubated at 26°C and 70% humidity with an air injection of 0.3 vwvm in the
bioreactor and, incubation chamber for 21 days. In the validation of the grown
biomass, enzyme activity tests were performed by laccases (UAE). In the
fructification stage of the mushrooms through fermentation in solid medium at 26°C
and 75% humidity and air flow at 0.3 vwm, samples made with different substrate
formulation were used for G. curtisii (69% straw, 1% peat moss, 20% oak, 10%
wheat bran) incubated for 2 months, while L. edodes (90% bagasse and 10% oak)
incubated for 3 months. The nutritional properties of the mushrooms developed in
the bioreactor were evaluated by FTIR. A higher mycelium growth was observed in
liquid medium and in bioreactor for G. curtisii with 16% biomass, while, L. edodes
obtained 5.3% at 14 days of incubation. Regarding the activity of laccases at 7 days
of incubation, an enzymatic activity of 61.1564 um/g min was reached for G. curtisii
and, 35.778 um/g min for L. edodes while, the samples incubated in traditional way
(incubation chambers), the enzymatic activity was of obtaining 34 um/g min for G.
curtisii from primary inoculation and 34.5 um/g min for L. edodes from a strain grown
in PDA. The biological efficiency of the G. curtisii strain was 16.7% of and, 47.14 for
L. edodes. The FTIR analysis of the mushrooms grown in bioreactor and hatching
chambers determined the same functional groups with vibrations that showed
functional group compounds, hydroxyl, proteins (amino groups), lipids (CH2 and
CHs) and polysaccharides such as B-glucan.
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INTRODUCCION

Los hongos comestibles y medicinales son organismos del reino Fungi que
producen estructuras macroscopicas comunmente denominadas como cuerpos
fructiferos o fructificaciones, a partir de una fase vegetativa llamada micelio, cuyo
crecimiento es indefinido en condiciones apropiadas (Martinez et al., 2016). El
cultivo de hongos se ha convertido en una estrategia para producir alimentos para
consumo humano de alta calidad proteica, que contribuyen a la economia mundial

y a la diversificacion de la produccion agricola (Gaitan et al., 2006).

Los hongos Lentinula edodes y Ganoderma curtisii, son especies de gran interés
comercial por sus propiedades alimentarias, medicinales y terapéuticas, el primero
de ellos ocupa el primer lugar de produccién a nivel mundial, debido a que es una
fuente de vitaminas, minerales, aminoacidos y proteinas importantes para el ser
humano (Hinertroza y Lépez, 2018). Mientras que, el interés de cultivo de la
segunda especie es debido a que han encontrado metabolitos secundarios que
podrian potencialmente ser utilizados en la industria farmacolégica para el
tratamiento de diferentes enfermedades y aplicaciones en el sector agroindustrial
(Huerta et al., 2016).

En el proceso del cultivo de los hongos, la fase de crecimiento micelial in vitro para
Su posterior propagacion masiva, es una etapa decisiva para alcanzar una eficiente
produccion de fructificaciones, por lo que se requiere seleccionar métodos que
incrementen la capacidad de produccion de biomasa de los hongos, bajo

condiciones estériles y sin riesgo de contaminacion (Huerta et al., 2016).

Por otro lado, los bioreactores son adecuados para producir metabolitos, enzimas y
cultivar células, por lo cual son empleados para el crecimiento de micelio de hongos
medicinales (Lépez, et al., 2012). Son capaces de crecer microorganismos de
manera rapida, en mayor volumen y generando el menor residuo posible. Un

bioreactor debe asegurar homogeneidad en el sistema y para obtener condiciones

1



Optimas de crecimiento microbiano es importante que cuente con sensores que
permitan validar y controlar las variables de un proceso fermentativo (Hariharan y
Nambisan 2013).

En un trabajo anterior de Hernandes (2016), estudio la fermentacion en medio sélido
en un bioreactor columna-charolas con la cepa A. niger, obteniendo resultados
favorables para este microorganismo, sin embargo es necesario realizar ajustes al
bioreactor para el crecimiento de diferentes microorganismos. Por lo cual este
trabajo propone instrumentar un bioreactor de columna-charolas y estudiar las
etapas del cultivo (activacion de micelio, preparacion de inéculo y feructificacion por
fermentacion en medio sélido) de los hongos medicinales L. edodes y G. curtisii,

para incrementar los indices de productividad.



CAPITULO 1
FUNDAMENTOS TEORICOS



Fundamentos tedricos

CAPITULO 1 FUNDAMENTOS TEORICOS

1.1 Generalidades de los hongos comestibles y medicinales

Los hongos constituyen el principal grupo de organismo desintegradores, de
organizacion unicelular y, cuerpo vegetativo que recibe el nombre de talo, estan
constituidos por filamentos o hifas cuyo conjunto reciben el nombre de micelio, el cual
puede ser uninucleado, binucleado, multinucleado o bien pluricelular, con crecimiento
radial, paredes celulares constituidas principalmente por quitina y glucanos embebidos
en una matriz de polisacéaridos y glucoproteinas, y carecen de clorofila (Perdomo,
2007). Se alimentan mediante enzimas, por absorcion directa de nutrientes, que se
conoce como osmotrofia (Silva et al., 2010). Debido a que el crecimiento del hongo se
da en el micelio, éste tiene la capacidad de desplazarse y colonizar diferentes sustratos
gue contengan nutrientes necesarios para su crecimiento. El micelio acumula
nutrientes del sustrato y los aprovecha para formar la masa micelial (estado
vegetativo), después de acumular nutrientes y mediante la estimulacién a cierta
temperatura y por efecto de la humedad se forman los primordios, que al desarrollarse

formaran los cuerpos fructiferos (estado reproductivo) (Figlas y Curvetto, 2015).

Los hongos han sido utilizados desde tiempo remotos como alimento y uso medicinal,
principalmente en Oriente son altamente apreciados en la medicina tradicional. Los
hongos son alimentos con propiedades nutricionales apreciables, con bajo aporte
caldrico dado al contenido en agua (80-90%). El 10% de materia seca esta compuesta
por, 27-48% de proteina, 60% carbohidratos: B-glucano, quitina y sustancias
especificas, 2-8% lipidos como &cido linoleico, contienen de 26-35 kcal por cada 100
g (peso seco) (Cano y Romero, 2016). Son una buena fuente de proteina, ya que el
contenido de aminoacidos incluidos, especialmente los esenciales es parecida a la
proteina animal. Con alto contenido en fibra y bajo aporte lipidico son alimentos
saludables (Ramos, 2015).

Los hongos medicinales son fuente abundante de una amplia gama de productos

naturales, con compuestos biologicos (Tang et al., 2009). El cuerpo fructifero de los
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hongos es de utilidad en la medicina, la investigacion de estos ha incrementado
debido, a que se han encontrado metabolitos para el tratamiento de enfermedades y
aplicaciones en el sector agroindustrial (Guzméan et al., 2013). Los polisacéridos (-
glucano, letinan, etc.) obtenidos de los hongos son considerados como componentes
capaces de modular la repuesta inmune en humanos y animales, e inhibir el

crecimiento tumoral (Ramos, 2015).

1.1.1 Cultivo de hongos medicinales

Los hongos no pueden crecer directamente en el suelo como las plantas porque no
son organismos fotosinterizadores, sino que requieren sustratos organicos, crudos o
compostados, de modo que no compiten con las plantas por espacio de una
plantacién. Estos sustratos son los residuos agricolas e industriales, subproductos
generalmente indtiles que pueden ser reciclados para producir un alimento con
compuestos bioactivo (enzimas, polisacéaridos, vitaminas) o un producto con

propiedades medicinales (Figlas y Curvetto, 2015).

El cultivo de los hongos se llama micocultura, y se practica por interés econémico o
cientifico (Silva et al., 2010). El proceso del cultivo de hongos en fermentacion en
medio sélido convierte a los residuos lignocelulésicos en soporte o alimento para la
generacion de productos con alto valor agregado. Ademas de generar compuestos
bioactivos (por ejemplo, enzimas, polisacaridos, vitaminas), por lo cual se considera
una actividad rentable (Rios et al., 2017). Entre los hongos medicinales, las especies
Lentinula edodes y Ganoderma lucidum son ampliamente cultivadas y bien conocidas
por el valor nutricional y medicinal, son colonizadores y bioconvertidores eficientes de
residuos lignocelulésicos con caracteristicas biolégicas y farmacolédgicas Unicas, como
polisacaridos extraidos con propiedades antibacterianas y antioxidantes

prometedoras, asi como efectos inmunomoduladores (Economou et al., 2017).

En el desarrollo de hongos medicinales se debe llegar a una eficiente produccion de
biomasa y de metabolitos de interés, depende en gran medida de las fuentes de
nutrientes, composicion y adecuado balance entre estas fuentes (Torres et al., 2011).
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Un factor importante para asegurar el crecimiento y desarrollo de los hongos es un
ambiente adecuado para crecer, tanto vegetativo como reproductivo. Debido que los
hongos no tienen piel, son facilmente afectados por las condiciones de crecimiento,
puede decirse que el éxito o fracaso del cultivo depende del control de las condiciones
de crecimiento por parte del fungicultor. Los factores ambientales que afectan al cultivo
incluyen temperatura, humedad, pH, luminosidad, oxigeno y ventilacién (Silva et al.,
2010).

Las etapas para la produccién de hongos (Figura 1.1) deben mantenerse en
condiciones asépticas y manejarse con material esterilizado. El cultivo de hongos inicia
con la obtencion de la cepa, que es la masa del micelio desarrollada en un medio
apropiado en caja Petri, una vez que la cepa crece, se desarrolla masivamente el
micelio para la preparacion del indculo en frascos o bolsas, que sirve para el cultivo
del hongo en el sustrato seleccionado. El micelio desarrollado en la caja Petri se
cuadricula en porciones de 1 cm? aproximadamente, y se coloca en un frasco o bolsa
con semilla hidratadas y estéril, por €j. trigo, sorgo, centeno, cebada o mijo. El inéculo
preparado permanece en obscuridad a una temperatura de 25-27°C. Después de 10-
20 dias de incubacion y el micelio ha cubierto las semillas, es cuando el inéculo esta
listo. El indculo se puede almacenar en refrigeracion a 5°C, con un tiempo de vida de

3 a 6 meses (Guzman et al., 2008).

Una vez desarrollado el in6culo, se prepara el sustrato (ej. paja de cebada, trigo, pulpa
de café, rastrojo de maiz, olote de maiz, etc.), este material proporciona la alimentacion
al hongo por lo que, la seleccién del sustrato para cultivo depende de las exigencias
nutricionales del hongo, de su disponibilidad tanto temporal como geografica y también
de la tecnologia que se utilice para acondicionarlo (Silva et al., 2010). Los sustratos
pasan por un proceso de pasteurizacion o esterilizacion para disminuir o eliminar
microorganismos existentes que pueden competir con el crecimiento del hongo. Para
el caso de Pleurotus (setas), en bolsas de plastico se mezcla uniformemente el
sustrato pasteurizado con el indculo crecido, se llena la bolsa aproximadamente 5 kg

y se cierra. Para otras especies como Lentinula (shiitake) o Ganoderma (reishi), se
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emplean bolsas de polietileno que resisten la esterilizacion, por lo que la siembra o
inoculacién debera ser en condiciones estrictamente asépticas, de preferencia
acondicionadas con equipos de filtracion de aire estéril. Las bolsas se colocan es
oscuridad, a una temperatura entre 25 a 28°C, dependiendo de la especie. Cuando el
indculo invade el sustrato, las bolsas son colocadas en é&reas con condiciones
adecuadas de temperatura, iluminacion, humedad y ventilacién, dependiendo del
hongo cultivado. Los primordios (masas algodonosas iniciadoras del cuerpo fructifero)
pueden alcanzar su estado adulto en 5 a 10 dias, entonces estaran listos para su
cosecha. Cada bolsa produce varias cosechas, en intervalos de 10 dias. Una vez
cosechados los hongos estan listos para consumo o procesamiento (Guzman et al.,
2008).

Obtencion cepa Seleccion de semilla
Inoculacion
Colonizacion

v

Seleccion y preparacion
del sustrato

v

Induccion

v

Fructificacion

v

Cosecha

Figura 1.1 Diagrama general en la produccion de hongos

Una vez desarrollado el inéculo, se prepara el sustrato (ej. paja de cebada, trigo, pulpa
de café, rastrojo de maiz, olote de maiz, etc.), este material proporciona la alimentacion

al hongo por lo que, la seleccién del sustrato para cultivo depende de las exigencias
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nutricionales del hongo, de su disponibilidad tanto temporal como geogréfica y también
de la tecnologia que se utilice para acondicionarlo (Silva et al., 2010). Los sustratos
pasan por un proceso de pasteurizacion o esterilizacion para disminuir o eliminar
microorganismos existentes que pueden competir con el crecimiento del hongo. Para
el caso de Pleurotus (setas), en bolsas de plastico se mezcla uniformemente el
sustrato pasteurizado con el indculo crecido, se llena la bolsa aproximadamente 5 kg
y se cierra. Para otras especies como Lentinula (shiitake) o Ganoderma (reishi), se
emplean bolsas de polietileno que resisten la esterilizacion, por lo que la siembra o
inoculacién debera ser en condiciones estrictamente asépticas, de preferencia
acondicionadas con equipos de filtracion de aire estéril. Las bolsas se colocan es
oscuridad, a una temperatura entre 25 a 28°C, dependiendo de la especie. Cuando el
inoculo invade el sustrato, las bolsas son colocadas en é&reas con condiciones
adecuadas de temperatura, iluminacion, humedad y ventilacién, dependiendo del
hongo cultivado. Los primordios (masas algodonosas iniciadoras del cuerpo fructifero)
pueden alcanzar su estado adulto en 5 a 10 dias, entonces estaran listos para su
cosecha. Cada bolsa produce varias cosechas, en intervalos de 10 dias. Una vez
cosechados los hongos estan listos para consumo o procesamiento (Guzman et al.,
2008).

La produccién del in6culo en el cultivo de hongos es crucial, aunque a menudo reciben
una atencion menor. La viabilidad y homogeneidad del inéculo pueden afectar
significativamente el rendimiento en la fermentacion y, por lo tanto, deberan
estandarizarse para obtener un proceso reproducible (Wagner et al. 2013). Para que
el hongo se desarrollé exitosamente necesita de una temperatura definida, pH,
humedad tanto del aire como del sustrato, un sustrato adecuado y aireacion (Salmon
et al., 2016):

e Temperatura: influye en el metabolismo de las células directamente en la
capacidad enzimatica del organismo. La sensibilidad a la temperatura no solo
varia entre las especies cultivables de hongo, sino también en las diferentes

etapas de ciclo de cultivo. Las especies templadas pueden cultivarse alrededor
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de 20 °C, mientras que en las subtropicales el intervalo puede variar de 24 a
28°C, incluso arriba de 30°C para hongos de origen tropical.

e pH: influye sobre el sustrato o medio de cultivo directamente e incide sobre el
caracter ionico del medio, influye directamente en las proteinas de la membrana
y actividad enzimatica ligada a la pared celular. Ademéas, mantener un pH
adecuado para el hongo a cultivar le provee resistencia ante la presencia de
especies contaminantes, en promedio, pHs de 4 a 7 son convenientes para el
crecimiento de los hongos.

e Sustrato: se debe elegir un sustrato o combinacion de materiales organicos con
una estructura homogénea y adecuada para la invasion del micelio. Si es
compacto (rigido), se obtienen pocos espacios intercelulares y, presentaran
problemas de aireacion, por otra parte, un sustrato blando y/o con alta
capacidad de absorcién de agua podra alcanzar porcentajes recomendables de
humedad, ya que se empasta, presentando problemas de aireacion.

¢ Humedad: durante la etapa de incubacion del micelio en el sustrato (incubacion)
y si el cultivo se realiza en bloques o bolsas plasticas, la humedad ambiental no
es importante, dado que, la bolsa mantiene la humedad requerida, pero si deben
mantenerse en un lugar fresco. Durante la etapa de fructificacion, una humedad
ambiental alta (80-90%) es recomendable para lograr el desarrollo adecuado de
las fructificaciones.

e Aireacion: estos organismos demandan diferentes niveles de Oz y CO2 segun
el estado fisiol6gico en que se encuentren. La concentracion puede estimular o
inhibir la fructificacion, crecimiento micelial, germinacion de esporas entre otros,
por lo cual, es importante realizar perforaciones a las bolsas, al segundo dia

después de la siembra.

1.1.2 Lentinula edodes
Hongo comestible y medicinal procediente de Asia oriental, conocido como “Shiitake”
que proviene de los vocablos japoneses, “Shii” =madera y “take” =hongo. Es un hongo

de pudricion blanca que se cultiva alrededor del mundo en subproductos agricolas y
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forestales. Tiene alto interés econémico debido a que presenta oportunidades en el
mercado por sus caracteristicas sensoriales como aroma, sabor y propiedades
medicinales (Hinestroza y Lopez, 2009). Es el segundo hongo cultivado a nivel
mundial, la mayor parte de produccidn se obtiene en formulaciones sintéticas con base
en viruta de encino suplementada, pero esto presenta un riesgo ecologico por lo cual
se busca sustratos alternativos que generen rendimientos altos y productos de buena
calidad (Ruiz et al., 2007). En la Figura 1.2 se muestra la imagen del hongo Lentinula

edodes ya cosechado (Silva et al. 2010).

Figura 1.2 Lentinula edodes

Lentinula edodes tiene un pileo o sombrero de 5-25 cm de diametro y grosor de 8-13
mm, convexo 0 casi plano con una superficie seca y fibrosa apresada, de color café
claro a pardo rojizo oscuro. El estipie o pie de 3 a5 cm de largo con 5-15 cm de grosor.
Produce esporas blancas de 3 a 3.5 um de forma ovoide. El basidio (estructura donde
se forman las estructuras de reproduccién sexual o esporas) es tretaesporado, es

decir, produce 4 esporas (Hinestroza y Lopez, 2009).

Lentinula edodes crece en climas humedos y templado, en maderas duras de arboles
muertos o en decadencia, principalmente de la familia Fagacea (encinos), en la
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naturaleza fructifica principalmente en otofio y primavera (Hinestroza y Lopez, 2009).
Sin embargo, si el cultivo se realiza en invernadero con condiciones controladas, la

fructificacion ocurre en cualquier época del afio (Silva et al., 2010).

Lentinula edodes contiene el doble de proteinas que los vegetales, es bajo en calorias,
alto en hierro, fibra, minerales, vitaminas esenciales como B1, B2, B6, B12 y D2, con
altas cantidades de riboflavina, niacina, que son activadores del sistema inmune
(Arenas et al., 2015). El consumo de Lentinula edodes tiene efectos beneficiosos para
el ser humano, porque algunos de sus componentes tienen beneficios a la salud,

atribuyéndole las siguientes propiedades medicinales:

Anticancerigena: tiene un componente conocido como letinan que es un

polisacarido con accién anti-infeccioso y anti-cancerigeno.

e Anti oxidativa: posee vitaminas A, E, C y selenio.

¢ Anti-infeccitiva: estimula la produccion en los organismos de interferén, el cual
tiene efectos antivirus.

e Anti degenerativa: limita algunos de los factores que causan envejecimiento en
el ser humano.

e Anticolesterdlica: produce eritadenina y quitina, estas propiedades son
aumentadas por la lentinan.

e Hipoglucémica: posee bajos niveles de hidratos de carbono y lisina que

previenen la acumulacion de azdcar en la sangre.

1.1.3 Ganoderma curtisii

Ganoderma curtisii proviene del griego “ganos”=brillo y “dermos”=piel, es denominado
en China como “Ling zhi”, y en Japon como “Reishi”. Donde ha sido ampliamente
usado como ingrediente en alimentos y materia prima para el desarrollo de
medicamentos debido a efectos comprobados como estimulador del sistema
inmunoldgico y actividad anticancerigena, entre otros (Huerta et al., 2016).

Es un hongo que presenta una estructura costrosa en su estado adulto, el pileo es de

forma circular a reniforme, dimidiado o circular de 6 a 17 cm al inicio es amatrillento,
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que con el tiempo vira a marrén y adulto marrén oscuro, de superficie lisa,
generalmente es opaco en especimenes inmaduros y con brillo en adultos. El estipite
de longitud irregular de 3 a 14 cm, cilindrico de 3 cm de espesor y color caocba como
el sombrero. Las hinfas formadas con tubos alargados de color blanco, se van
oscureciendo paulatinamente a tono canela, con un tamafo de 5 mm. Las esporas de
6a7.5umx5a5.8 um de color amarillento a marrén, tienen un recubrimiento externo
que hace dificil su germinacion (Bhosle et al., 2010).

Ganoderma curtisii crece en cualquier época del afio, en bosques densos, con alta
humedad y poca luz, a la altura de la base de los arboles, raices enterradas de diversos
arboles muertos como robles y encinos. Es un hongo no tan abundante en la
naturaleza, por lo que la cantidad de hongos silvestres no seria suficiente para su
explotacion comercial. El cultivo en sustratos solidos se ha convertido en la mejor
opcion para satisfacer la demanda creciente en mercados internacionales (Han et al.,
2005), en la Figura 1.3 se muestra un espécimen de Ganoderma curtisii cultivado en
fermentacién en medio solido. Es el hongo de la pudricién blanca, el suministro
nutricional para el desarrollo del cuerpo fructifero de Ganoderma curtisii proviene de la
degradacion de lignina y celulosa por secrecién de enzimas extracelulares, como la

peroxidasa de lignina, lacasa y celulasa (Huerta et al., 2016).

Este hongo posee numerosos componentes bio-activos como adenosina, proteinas,
vitaminas, fenoles, oligoelementos, polisacaridos y triterpenoides. Entre los
componentes quimicos mas estudiados son triterpenoides y polisacaridos ($-glucano),
que desarrollan actividades bioldgicas que lo hacen antioxidante e inmunoestimulante,
ademas potencialmente Utiles para la prevencion y el tratamiento de enfermedades
como hipertensién, diabetes, cancer, hepatitis, artritis, hipercolesterol, bronquitis,
asma, gastritis, VIH (Moreno et al., 2011). Importante fuente de materia prima para la
elaboracion de complementos alimenticios y bebidas funcionales, ademas posee

propiedades terapéuticas demostradas (Salmones y Mata, 2012).
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Figura 1.3 Ganoderma curtisii

1.2 Fermentacion en medio solido

La fermentacién en medio sélido (SSF por sus siglas en inglés), se define como un
proceso en el cual, los microorganismos se cultivan en sustratos soélidos en ausencia
de agua libre. La accién de las enzimas ligninoliticas para la degradacion de lignina en
bioprocesos industriales requiere de la utilizacion de un sistema de produccion
eficiente (Hariharan y Nambisan, 2013). La SSF recientemente se utiliza en la
produccion de enzimas y mejorar los valores de los alimentos existentes,
especialmente los alimentos orientales, los hongos filamentosos parecen ser mas
adecuados en la SSF que los microorganismos unicelulares como las bacterias y las
levaduras (Han et al., 2005).

Los procesos de fermentacion se pueden dividir en: (1) fermentacion sumergida (SMF),
que se basa en el cultivo de microorganismos en medio liquido nutritivo, (2)
fermentacion en estado solido (SSF), que consiste en el crecimiento microbiano y la
formacion de productos en particulas soélidas en ausencia (o casi ausencia) de agua;
sin embargo, el sustrato contiene la humedad suficiente para permitir el crecimiento y
metabolismo de los microorganismos. En los ultimos afios, SSF ha tomado un mayor
interés varios estudios han demostrado que este proceso conduce a rendimientos y

productividad mas alta o mejores caracteristicas de los productos que SMF. El bajo
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volumen de agua en la SSF también tiene un gran impacto en la economia del proceso,
principalmente debido al menor tamafio del fermentador, la reduccion del
procesamiento posterior, la menor agitacion y bajos costos de esterilizacion (Martins
et al., 2011). En la Tabla 1.1 se muestran las ventajas de la SSF en comparacion con
la SMF.

Tabla 1.1 Comparativo entre la fermentacion sumergida y en soporte sélido

Fermentacion en medio solido Fermentacién en medio liquido

Simplicidad en medios de cultivo, generalmente | Preparacion previa medio de cultivo

el sustrato proporciona todos los nutrientes

necesarios.
Mayor recuperacion de productos Recuperacion de productos por filtracion
Menor utilizacion de reactivos y energia Utilizacién de varios reactivos y energia para

realizar agitacién

Menor riesgo de contaminacion y espumas, | Medios de cultivo contaminables
debido a los bajos niveles de humedad en el

medio.

Mayor rendimiento de biomasa Menor rendimiento de biomasa

Biomasa agotada es reutilizada para la | Biomasa agotada es desechada

alimentacién de animales de granja

Los principales factores que afectan la SSF son: seleccidn de microorganismo, tipo de
sustrato, tratamiento del sustrato, tamafio de particula (espacio interparticulas y area
superficial) del sustrato, contenido de humedad y actividad de agua (aw) del sustrato,
humedad relativa, tipo y tamafio del inéculo, temperatura de la materia de
fermentacion, eliminacion del calor metabolico generado por la respiracion del
organismo, periodo de cultivo, mantenimiento de la uniformidad en el medio ambiente
de la SSF, tasa de consumo de oxigeno y tasa de evolucién del diéxido de carbono.
Los factores mas importantes a considerar en la SSF se describen a continuacion
(Padey et al., 2008):
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Seleccién de microorganismos. Seleccionar la cepa adecuada es el criterio mas
importante, en microorganismos tipo silvestres, es decir aquellos que no han sido
manipulados genéticamente, en la mayoria de los casos son incapaces de producir
rendimientos comercialmente aceptales. Es importante asegurarse que la cepa
seleccionada sea adecuada para SSF. La cepa microbiana debe ser eficiente para
producir el producto final deseado como Unico producto.

Seleccion del sustrato, esto depende de varios factores, como costo y
disponibilidad. Los residuos agroindustriales presentan estas ventajas para su
aplicacion como sustratos, ademas de que su composicion quimica, rica en
polisacaridos como celulosa, lignina y hemicelulosa, no sélo suministran nutrientes
al cultivo que crece en él, sino también sirve como anclaje para las células.
Tamafio de particula del sustrato. Las particulas de sustrato mas pequefas
proporcionan un area de superficie mas grande para el ataque microbiano, lo cual
se considera como un factor deseable.

Humedad y actividad de agua del sustrato. Se consideran el parametro
fundamental para la transferencia de agua y solutos a través de la membrana
celular. La humedad del medio puede variar entre 30 y 80% en funcién del residuo
utilizado, del microorganismo y objetivo del proceso. La actividad de agua puede
usarse para controlar y modificar la actividad metabdlica del microorganismo.
Temperatura. Los procesos bioldgicos se caracterizan por el hecho de que se
desarrollan en un intervalo de temperatura relativamente estrecho. Los limites de
temperatura alta para el desarrollo son de 60 a 80°C y en cepas particulares 120°C.
La importancia de la temperatura en un proceso biolégico, es tal que, puede
determinar efectos importantes como desnaturalizacion de proteinas, inhibicion
enzimatica, promocién o inhibiciéon de la produccion de un metabolito particular,
muerte celular, etc.

pH. Es uno de los factores mas importantes, cada microorganismo necesita un pH
definido para su crecimiento y actividad con un valor optimo. Un pH bajo evita el
crecimiento de microorganismo parasitos que podrian dafar el material. En tanto

que, los hongos tienen rangos de pH entre 3.5-6.
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1.2.1 Sustratos

Un sustrato es el material sobre el que crecen los hongos, al cual degradan para su
alimentacion (Guzman et al., 2008). Los sustratos de cultivo a utilizar provienen
normalmente de actividades agricolas, agroindustriales y forestales. Dentro de la
amplia gama de estos subproductos agricolas o agroindustriales predominan los de
naturaleza lignocelulésica. Para su utilizacion a nivel de produccion, estos sustratos
deben cumplir algunas condiciones: disponibilidad, caracteristicas fisicoquimicas,

precio, facilidad de manejo y transporte (Andrino et al., 2011).

La pared celular de los tejidos vegetales de los sustratos estd compuesta de celulosa,
hemicelulosa y lignina, sustancias quimicas muy complejas, dificiles de degradar, que
solamente hongos y bacterias descomponen debido a que poseen enzimas que
rompen tales moléculas y liberan celulosa y hemicelulosa de la lignina (Guzman et al.,
2008). Es por esto que la formulacion de un sustrato para cultivo debe ser especifico
con condiciones adecuadas del cultivo y dependientes de cada cepa, son factores
determinantes para la optimizacién del cultivo. Los sustratos de mayor colonizacion del
hongo son aquellos que tienen mayor contenido de carbohidratos estructurales (Rios
et al., 2017).

Los hongos medicinales, se pueden cultivar basicamente sobre dos tipos de sustratos:

naturales y artificiales (Guzman et al., 2008):

e Sustratos naturales: corresponden principalmente a troncos y ramas e
inoculados directamente, sin realizar ningun tipo de tratamiento de
esterilizacion. Se puede realizar sin problemas porque durante la incubacion y
fructificacion del cultivo se realiza manteniendo la corteza de los propios
troncos, que constituyen una barrera fisica y quimica muy efectiva contra la
invasion de hongos contaminantes. A pesar de lo anterior, muchos troncos se
contaminan por los cortes, estas contaminaciones se consideran tolerables en

el cultivo, siendo posibles de controlar con el uso de desinfectantes adecuados.
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Sustratos artificiales: mezcla de distintas sustancias organicas e inorganicas
sobre una matriz de material lignocelulésico, en conjunto o por separado tienen
alto valor nutritivo para un gran nimero de microorganismos Yy, son sustancias
relativamente simples a las cuales estos microorganismos pueden acceder sin
dificultad. Estos sustratos no pueden ser inoculados directamente sin
tratamiento térmico previo (esterilizacion o pasteurizacion), ya que los
microorganismos presentes pueden invadir la totalidad del sustrato de cultivo a

una velocidad de crecimiento mayor que el hongo que se intenta cultivar.

Los sustratos artificiales para el cultivo de hongos se clasifican de la siguiente manera
(Guzman et al., 2008):

1.

o oA W N

Pajas de ajonjoli, arroz, cartamo, cebada, sorgo, trigo, avena y zacates en
general.

Rastrojos de maiz, mijo, garbanzo, frijol, etc.

Pulpas de café, cardamomo.

Bagazos de cafia de azucar, citronela, maguey tequilero, henequén, uva, etc.
Forestales, tales como aserrin, viruta, troncos y ramas.

Otros: papel, olote y tamo de maiz, hojas (bracteas) de pifia, fibra de coco, lirio
acuatico, hojas y tallos de platano, de cafia de azucar, desechos de la industria

textil como algoddn, etc.

Los sustratos se deben someter a un tratamiento fisico o quimico que elimine o

disminuya la carga de microorganismos contaminantes, este tratamiento junto con los

nutrientes que posee la mezcla, convierten al sustrato en una matriz altamente selecta

para inoculacion y crecimiento de hongos. Los sustratos deben tener una cierta

relacion Carbono:Nitrogeno (C:N), pH, humedad, grado de compactacion,

granulometria, etc., que permiten el rapido crecimiento vegetativo y reproductivo del

hongo que es inoculado sobre o dentro de él, mas las condiciones ambientales,

determinan finalmente el éxito del cultivo (Silva et al., 2010).
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1.3 Bioreactor
Los reactores se emplean en la manufactura de productos comerciales como
metabolitos primarios, metabolitos secundarios, enzimas industriales y cultivo de

células (Lopez et al., 2012).

El disefio de un bioreactor debe ser tal que asegure homogeneidad entre los
componentes del sistema y condiciones 6ptimas para el crecimiento microbiano y, la
obtencién del producto deseado. Se deben tomar en cuenta los problemas de
transferencia de calor y oxigeno sobre la cama de sustrato, los cuales dependen de
las caracteristicas de la matriz que se esté utilizando para la fermentacion, siendo éste
uno de los principales factores que afectan el disefio y las estrategias de control. Dado
lo anterior, los biorreactores deben ser optimizados para obtener la méaxima
concentracion de productos de la fermentacién, como son, biomasa microbiana y

metabolitos en un tiempo minimo y menor costo de produccion (Ruiz et al. 2007).

Se ha desarrollado el disefio, operacion y escalamiento de biorreactores para la
fermentacién en medio solido (Ruiz et al., 2007). Los biorreactores de menor escala
son denominados cultivadores, reciben al inéculo del laboratorio microbiolégico y se
realiza la propagacion del cultivo, hasta llevarlo a una escala 10 veces mayor (Lorenzo
et al., 2016). Estos bioreactores a escala de laboratorio eliminan adecuadamente el
calor metabdlico generado por la fermentacion, manteniendo al reactor en un ambiente
de temperatura controlada gracias a un bafio de agua o al uso de una camisa de
enfriamiento (Padey et al., 2008).

Los criterios mas importantes a considerar para el disefio de un bioreactor son: (Ruiz
et al., 2007)

e Debe estar disefiado para que funcione asépticamente durante numerosos
dias, para evitar la aparicion de contaminantes en las operaciones de

bioprocesos de larga duracion.
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e Debe permitir una mayor area de contacto entre las fases abiética del sistema,
se debe proporcionar un sistema adecuado de aireacion y agitacion para cubrir
las necesidades metabdlicas de los microorganismos.

e Entradas para la adicion de nutrientes y el control del pH.

e EIl crecimiento microbiano es generalmente exotérmico, el biorreactor debe
facilitar la transferencia de calor, del medio hacia las células y viceversa, a
medida que se produce el crecimiento celular, ademas de mantener estable la
temperatura deseada.

e Su disefio debe favorecer la distribucion homogénea de las células en todo el
volumen de cultivo.

e Debe tener la capacidad de suministrar oxigeno a una velocidad tal que
satisfaga el consumo requerrido.

e El bioreactor debe mantener el cultivo puro; una vez que todo el sistema ha sido

esterilizado y posteriormente inoculado con el microorganismo deseado.

1.3.1 Bioreactores en medio sdlido

Los bioreactores usados para SSF son llamados también fermentadores. Los tipos de
bioreactores mas estudiados han sido de bandeja y tambor rotatorio. Se han
introducido un nuevo tipo de bioreactores en fermentacion en medio soélido
denominados de cama empacada o columna de lecho fijjo y columna-charolas
(Guerrero, 2014).

El bioreactor de columna fue desarrollado en 1975 en Francia y consiste de una o

varias columnas, elaboradas a base de vidrio y que disponen de:

e Un sistema de aireacion forzada a través de compresores.
e Un sistema de regulacion de temperatura a través de un termorregulador de
agua.

¢ Un sistema de monitoreo de gases.

Los bioreactores de columna estéril (Padey et al., 2008), se basan en el disefio de

fermentadores en forma de columna, pero difieren en la toma de muestra, que se

19



Fundamentos tedricos

realiza en forma aséptica a través de la tapa superior del sistema. En la Figura 1.4 se
muestra un bioreactor de columna conformado por (1) Tapa de calefaccién, (2)
termoémetro, (3) tamiz de acero, (4) sensor de temperatura del aire en la entrada, (5)
sensor de humedad relativa, (6) resistencia, (7) sensor de temperatura de agua, (8)

medidor de flujo mésico, (9) medidor de nivel, (10) chaqueta aislante.
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Figura 1.4 Bioreactor de columna (Guerrero, 2014)

El bioreactor de columna-charola o fermentador de bandeja estd formado por un
contenedor cilindrico en cuyo interior se encuentra charolas perforadas con la finalidad
de una mejor distribucidn de oxigeno por aireacion entre las charolas. El bioreactor de

columna-charola (Guerrero, 2014), dispone de:

e Sistema de burbujeo que suministra oxigeno al medio.
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e Sistema de regulacion de temperatura a través de una chaqueta de enfriamiento

o calentamiento.

En la Figura 1.5 se muestra el bioreactor de columna charola utilizado en el presente
estudio, el cual esta conformado de: (1) entrada de aire estéril, (2) entrada de agua
estéril, (3) distribuidor de aire, (4) entrada para el termoémetro, (5) charolas, (6)
chaqueta para el control de temperatura, (7) cubierta de acrilico, (8) entrada de agua,

(9) salida de agua.

Figura 1.5 Reactor de columna-charolas (Padey et al. 2008)

Las ventajas y desventajas de usar un bioreactor en columna para el crecimiento de

hongos se muestra en la tabla 1.2:
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Tabla 1.2 Ventajas y desventajas de bioreactor de columna

Ventajas Desventajas

Econdmico y de facil montaje Dificultad en la toma de muestra

Monitoreo de temperatura, biomasa y | Formacion de gradientes de O2 vy
CO2 nutrientes

Sistema esterilizado previo inoculacion Para un funcionamiento adecuado deben
ser optimizados

Alta transferencia de Oz y aireacion Problemas en la eliminacion de calor

Mayor transferencia de nutrientes

1.3.2 Instrumentacion de bioreactores

El control del proceso se sigue mediante un sistema automatico donde las principales
variables son monitoreadas con la finalidad de mantener valores proximos a los
deseados a pesar de las posibles perturbaciones. Proporcionan medidas para
conseguir un comportamiento Optimo en sistemas dinamicos, para mejorar la
productividad, simplificar el trabajo de operaciones manuales y, son esenciales en
operaciones industriales para el control de la presion, temperatura, humedad, flujo, etc.
Todo lazo de control requiere de sensores, transmisores, controladores y elementos
finales de control (Ogata, 2010).

La instrumentacion y control de un bioreactor requiere de sensores que permitan
validar y controlar las variables de un proceso fermentativo, y sistemas que ajusten el
equipo a un punto 6ptimo de operacion, idealmente. Los sensores deben estar en
linea, para determinar las propiedades fisicas del cultivo, estos sensores deben ser
facilmente esterilizados para asegurar la asepsia del proceso (Hariharan y Nambisan,
2013). Los instrumentos de medicion sirven para determinar las propiedades de los
componentes y, productos finales. Estos se emplean cada vez para controlar, regular,
automatizar y supervisar procesos. Los instrumentos inteligentes, deben cumplir con

los requisitos especificos del proceso, y donde el control realice las funciones de:

e Adquisicion de datos en tiempo real.
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¢ Algoritmos de control y regulacion PID autoajustables o de inteligencia artificial.

e Accionamientos analogicos y digitales.

Las variables mas importantes que hay que medir y/o controlar en un bioreactor, para
garantizar el crecimiento microbiano son temperatura, pH, el suministro o ausencia de

oxigeno y humedad (Lorenzo et al., 2016).

La temperatura es un parametro muy importante de automatizar durante la incubacion
del organismo, ya que se debe mantener la temperatura en intervalos 6ptimos del
desarrollo del microorganismo a una temperatura que sea econdomicamente factible,
sin que afecte apreciablemente la concentracibn de microorganismos en la
propagacion. La variacion de la velocidad de crecimiento en funcion de la temperatura
de cultivo se caracteriza por presentar una temperatura minima, por debajo de la cual
no hay crecimiento. A mayor temperatura, se produce un incremento lineal de la
velocidad de crecimiento con la temperatura del cultivo, hasta que se alcanza la
temperatura Optima. Por encima de ésta, la velocidad de crecimiento decae

bruscamente hasta que se produce la muerte celular (Lorenzo et al., 2016).

En el caso de la humedad existe una relacion inversa de la temperatura con la
humedad, por lo que a elevadas temperaturas aumenta la presencia de vapor de agua
y, por ende, disminuye la humedad, en tanto que, a baja temperatura, el contenido de
humedad aumenta. Una humedad alta hace que el cultivo se desarrolle de manera
Optima, debido a que disminuye la presencia de vapor de agua. La humedad que se
debe controlar en un reactor para el crecimiento de células es del 60-80% para evitar
la muerte celular (Rios, 2016). El controlar la humedad adecuada para el crecimiento

de microorganismos optimiza la eficiencia bioldgica del producto.

El pH es un parametro critico en el crecimiento de los microorganismos, cada tipo de
célula tiene un intervalo 6ptimo en que se desarrolla y un rango de aceptacion, fuera
del cual muere rapidamente. Por esta razon, se tiende a utilizar como un método de
control frente a la contaminacion. Durante el cultivo de microorganismo, el pH del

medio de crecimiento tiende a bajar como consecuencia de los procesos metabdlicos
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de los organismos, por lo que es fundamental mantener su control (Lorenzo et al.,
2016).

1.4 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

La integracion de la microscopia optica y la espectroscopia de infrarrojo con
transformada de Fourier, permite realizar un analisis global del estado bioquimico de
células, monitoreando los niveles de las principales biomoléculas presentes en el
interior de la célula (Gonzada et al. 2013). El principio basico esta dado en la excitacion
de grupos moleculares por un haz de luz infrarrojo (2.5 a 15 um; equivalentes a nimero
de onda entre 4000 a 650 cm™), que genera movimientos vibracionales en los enlaces
de la molécula. Los movimientos vibracionales se distinguen por el tipo de
desplazamiento generado en los enlaces, conociéndose como vibraciones de tension
o flexibn (Huang et al., 2013). Las tensiones provocan un estiramiento o
estrechamiento del enlace y las flexiones generan una deformacién del enlace. Si el
namero de atomos que forman un enlace es de tres o mas, los movimientos también
pueden presentarse como simétricos y asimétricos. Los movimientos simétricos se
caracterizan porque los enlaces se desplazan en direcciones contrarias y los
movimientos asimétricos se caracterizan por un movimiento en la misma direccion o
sentido (Kannan, 2014).

El andlisis de una muestra por FTIR provee como resultado un espectro de absorcion
de infrarrojo el cual proporciona informaciébn de la estructura y concentracion
molecular. Todas las moléculas pueden manifestar una serie de bandas de adsorcion,
cada banda corresponde con un movimiento de vibracién de un enlace especifico
dentro de la molécula (Alzorqgi et al., 2016). La mayoria de los componentes de un
enlace quimico tienen movimientos vibracionales con frecuencias dentro del infrarrojo
medio (4000 a 650 cm™), moléculas tales como lipidos, proteinas, carbohidratos,
acidos nucleicos y otras presentes en una muestra biolégica tienen cada una un
espectro de infrarrojo especifico (Kim et al., 2011). La radicacion es absorbida por un
enlace cuando la frecuencia vibracional de la onda electromagnética usada es la

misma que la del propio enlace, haciendo posible la asignacion de picos de absorcion
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a grupos funcionales especificos. Estructuras quimicas grandes como es el caso de
las biomoléculas tienen picos de absorcion predecibles, los cuales pueden variar
ligeramente dependiendo de las distintas interacciones moleculares y propiedades
fisicas de las muestras. EI numero de onda absorbida por un enlace vibracional
depende de los atomos que forman el enlace, el tipo de enlace formado y el tipo de

vibracion inter e intra-molecular (Yao et al., 2017).

1.5 Antecedentes

Hernandes. (2016), estudiaron la fermentacion en medio solido usando como sustrato
bagazo de cafia, cascarilla pulpa de café, construyeron un bioreactor a escala semi-
piloto con la cepa A. niger. Los residuos fueron secados (%H<10, aw<0.1) usado como
soporte para fermentacion en medio solido en mezcla (70% pulpa, 15% cascarilla y
15% bagazo). Evaluaron el tamafio de particula para la fermentacion a nivel laboratorio
(1.18 mm, 1 mmy 850 um). Usaron concentracion de inoculo de 1.1 x 107 esporas/mL,
10 mL de solucion nutritiva durante 7 dias, con variable de respuesta tamafio de
particula de los sustratos evaluado en el crecimiento de la cepa A. niger, el analisis de
varianza no mostrd diferencias significativas entre los tres tamafos, teniendo un
crecimiento del tamafio 1.18 mm (5.7x10°® esporas/mL) maximizando el crecimiento.
Disefiaron y construyeron un bioreator columna-charola, instrumentada con un
higrémetro, con flujo de aire esteril (100-120 mL/min) humidificado (60-65%) a 25-
28°C, generando biomasa de A. niger, por 3 fermentaciones (inoculo 1.2x10°
esporas/mL, 8 dias, 40 mL de solucion nutritiva) teniendo un rendimiento maximo al
dia 6 con un promedio de 23.3 g de biomasa/g de sustrato, en base a 40 g de materia

prima, obteniendo 58.25% de la mezcla de sustratos.

Lorenzo et al. (2016), automatizaron diferentes areas en plantas biotecnolégicas,
considerando las variables de fermentacion airlift y del producto que se obtiene: el
control de datos en tiempo real, con algoritmos de control PID ajustables y actuadores
analdgicos y digitales en un sistema PLC y SCADA. En el fermentador airlift
controlaron temperatura, pH del medio, oxigeno disuelto, velocidad de agitacion,

presion interna, control de nivel de espuma, suministro de nutrientes. Al controlar la
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fermentacién se alcanza una recuperacion segura de los productos y se garantizé la
seguridad y productividad del proceso. Se utilizaron algoritmos de control PID
cumpliendo con los requisitos especificos del proceso, ademas usaron automatas
programables (PLC) y sistema de control distribuidos (DCS), con sistemas de

adquisicién de datos y control (SCADA).

Salmon et al. (2016), optimizaron la composicion del medio de cultivo utilizando
diferentes bioreactores para aumentar la produccion de fitasa a través del cultivo
sumergido de una cepa de Ganoderma sp. MR-56. Evaluaron las fuentes de sales
metalicas y la relacion C/Npara la produccion global de enzimas en medio de salvado
de trigo. Los resultados mostraron un aumento del 81, 95 y 36% de actividad de fitasa,
versus el control, mediante la suplementacién de melaza de soja, extracto de levadura
y CaClz, respectivamente. La actividad de fitasa en medio optimizado alcanzé 14.5 U
mL1, un incrementandose al 5.8%. Ademas, en medio optimizado, los efectos
asociados de las condiciones de cultivo como el tipo de vaso y la aireacion lograndolo
a 30°C, pH 6 y una tasa de in6culo del 3%. La produccion maxima de fitasa la reportan
en botellas Dreschel a 2 vvm, lo que resulté en 20.9 U mL* en 264 h y productividad
de 0.08 U mLth1, mientras que, en Erlenmeyer obtuvieron 11.1 U mL* h* a 96 horas
(productividad de 0.12 UmLh'). La mayor productividad que obtuvieron fue de 0.14
U mL* h! fue obtenida en un reactor de tanque agitado alcanzado 10.3 U mL™* de
actividad de fitasa a las 72 h. Ademas comprobaron que Ganoderma sp. MR-56 puede
producir con éxito fitasa en diferentes bioreactores en cultivo sumergido usando como

medio de subproducto.

Economou et al. (2017), complementaron el sustrato para la fermentacion de hongos
de Pleurotus ostreatus por fermentacién en estado sélido lo complementaron con
salvado de trigo y harina de soja en varias proporciones obteniendo relaciones C/N de
10, 20 y 30 y evaluaron el efecto en el cultivo de las cepas de Pleurotus pulmonarius,
Gonoderma Adspersum, Gonoderma resinaceum y Lentinula edodes con respecto a
la tasa de crecimiento del micelio, concentracion de biomasa, recuperacion de enzima

lacasa y exopolisacaridos crudos. La tasa de crecimiento mas altas en SMS no
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modificados (C/N 30), Gonoderma resinaceum colonizé mas rapido, mientras que la
concentracion de biomasa se maximizd6 en C/N 10. La suplementacion afectd la
actividad de lacasa, donde Pleurotus pulmonarius obtuvo el valor mas alto (44,363.22
ug) en C/N 20. Lentinula edodes su fructificacion y secrecion de lacasa no se vieron
favorecidos por la suplementacion. Del sustrato soélido los cuerpos fructiferos se
promovieron en C/N 30 para Gonoderma resinaceum y en C/N 20 para Pleurotus
pulmonarius. Observando que la utilizacion de sustrato agotados y suplementados
favorecen la produccion de lacasa de Gonoderma resinaceum y cuerpos fructiferos de

Pleurotus pulmonarius.

Mendez. (2017), evaluaron el proceo de deshidratacion que permitan conservar las
propiedades nutricionales de Pleurotus pulmonarius cultivado en paja de cebada,
evaluaron eficiencia biologica y tamafio de cuerpos fructiferos, evaluaron las
condiciones de secado para prolongar su vida de anaquel en secado por bandejas (55
y 65°C) y liofilizacion (-20 y-20/-80 °C). Cuantificaron B-glucano, contenido
bromatologico (humedad, actividad de agua, proteinas), su apariencia fisica (talla,
diferencia de color y capacidad derehidratacién), asi como su actividad enzimatica
(antioxidantes, poder reductor, fenoles, lacasas y polifenol oxidasas). El secado de
bandejas a 55°C y liofilizado a -20°C obtuvieron retencion de proteinas, antioxidantes,
poder reductor, polifenol oxidasas, lacasas y rehidratacion. El secado por bandejas a
55°C fue el tratamiento 6ptimo para la deshidratacion del hongo y seleccionado para
la suplementacion de harina de trigo y arroz con 10, 30 y 50%, para la elaboracion de
pan de miga y galletas, respectivamente. Las formulaciones del 10% de haina de P.

pulmonarius presentaron una mayor aceptacion entre el panel de consumidores.
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CAPITULO 2 MATERIALES Y METODOS

2.1 Desarrollo experimental

La metodologia general, comprende tres etapas: (1) instrumentacion y validacion de
sefales en el bioreactor, (2) adquisicion de cepa, preparacion y propagacion de inoculo
del hongo y (3) determinacién de la condiciones para la fermentacién en medio sélido,

tal como se muestra en la Figura 2.1.

Evaluacion del

Cuantificacién del crecimiento del hongo

crecimiento de micelioy |_______

(2) (3
1) Esterilizacion mediosde | | Caracterizacién de sustrato
Instrumentacién del Bioreactor |====me cultivo MDA y Semilla i
i 1
I i
| ' ; l
Y ! Inoculacion en medio ' Fermentacion en medio solido
Instrumentacllon ¥ ! sdlido y liquido ]
control de variables ! :
| l ! ¥
i i | Obtencién de hongo |
¥ : Incubacién inoculoe :
Esterilizacion del equipo [~"7"~~ ' l i l

actividad enzimatica

Figura 2.1 Diagrama general del proceso de cultivo de hongos (Lentinula edodes y Ganoderma

curtisii) en fermentacion sélida a nivel de bioreactor

2.2 Instrumentacién de bioreactor

El bioreactor consiste en una columna de vidrio con dos tapas perforadas, que
permiten el montaje de termopares y sensor de humedad, cuenta con 9 charolas de
malla de acero inoxidable con un didmetro 16.5 cm c/u. El disefio del bioreactor se
muestra en la Figura 2.2, conformado por A) un compresor de 48 L., B) un filtro de 5
Mm (con mandmetro y valvula para regulacion del flujo de aire), C) manguera de
poliuretano de 74", D) tren de filtrado con filtros micrénicos de 0.5 ym, 0.3 um y 0.01
pm, E) vaso humidificador, f) conexion al bioreactor de 74", G) sensores de humedad y

temperatura y H) bioreactor de columna-charola.
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<=

500 mm | (=

200 mm - 400 mm ¢

400 mm

Figura 2.2 Diagrama de bioreactor de columna-charola utilizado en el estudio

170 mm

Las variables a controlar fueron temperatura y humedad, mediante una placa de

ARDUINO MEGA (Figura 2.3 a), se conectaron 3 termopares tipo “K” con rango de

temperatura de -100 hasta 1200 °C con error de + 0.4 (Figura 2.3 b), sensor de

humedad DTH 22 mide humedad del 0 a 100% con error de + 0.2 y temperatura de -

40 a 80°C con error de + 0.5 (Figura 2.4 a), un adaptador de memoria SD (Figura 2.4

b) para almacenar los datos, se conectdé un reloj para obtener datos en tiempo real

(Figura 2.5 a), con display LCD 20x4 para visualizar los valores de termopares y

sensor, asi como tiempo y fecha (Figura 2.5 b).
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Figura 2.4 a) Sensor de Temperatura y Humedad DHT 22 b) Adaptador de memoria SD

para Arduino

MH-Real-Time
. Clock Modules - 2

Figura 2.5 a) Reloj para Arduino  b) Display LCD 20x24

Cada dispositivo fue cableado a la placa programada en arduino 1.8.8, ya que este
software esta escrito en programacion Java, admite lenguaje en C y C**. Esta
programacion por dispositivo, se almacena en un codigo que permite obtener y mostrar

los datos en forma agrupada.
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2.2.1 Calibracion de termopares y sensor de humedad

Los 3 termopares tipo K se calibraron en un bafio térmico Thermo Scientific NESLAB
X7 con agua, en un barrido de temperatura (0 a 70 °C). Los valores de temperatura
registrados fueron validados mediante un calibrador de temperatura marca FLUKE

724, con un termopar tipo K (ver Figura 2.6).

Figura 2.6 Calibracion de termopares en bafio térmico

En la calibracion de termopares tipo K, se realizd una regresion lineal para obtener la
correccién de cada termopar. En la Figura 2.7 se puede observar que los datos
experimentales se ajustan al calibrador en la prediccién de la repuesta, obteniendo
una de R? del 0.9989. De la misma manera en la figura 2.8 se muestra el termopar 2
calibrado, los valores calibrados se ajustan a los valores de la temperatura de
referencia, con una R? del 0.9995. Por ultimo, la figura 2.9 se observa el termopar 3
calibrado observando una tendencia de los datos experimentales a la regresion lineal

que se realizo, con una R? del 0.9996.
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Temperatura de referencia (°C)
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Figura 2.7 Calibracién termopar 1
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Figura 2.8 Calibracién termopar 2
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Figura 2.9 Calibracién termopar 3

De manera general se puede observar que la calibracion da valores cercanos a los
reales reduciendo el error que presentan en los datos experimentales. Esto justifica
gue una correcta calibracion es importante en los cultivos de hongos medicinales, para
obtener mayor grado de confianza en los datos obtenidos experimentalmente. Los 3
termopares se ajustan a la curva de calibracion con un error del + 0.05% como lo
reportan Boix, (2014) y Gonzalez et al., (2012).

El procedimiento de calibracion del sensor de humedad DTH 22 esta basado en la
“‘Guia técnica de trazabilidad e incertidumbre de medicién en la calibracién de
higrémetros de humedad relativa” por el Centro Nacional de Metrologia. Este se calibro
en una camara - desecador de poliacrilamida equipada con un higrometro de caratula.
Al mismo tiempo, la humedad fue valorada con un termohigrometro (Figura 2.10),
utilizando soluciones salinas. La composicion de las soluciones consistio, por cada 100

ml de agua se adiciond 1 g de sal de NaCl o LiCl. Se inici6 con una humedad de 1%y
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llegando a 11.9%. En esta humedad maxima 11.9% se introducen 1 L de agua
destilada con 10 g de LiCl. Para calibrar el intervalo mayor de humedad (30 a 75%),

equivale a 1.5 L de agua se agregarin 15 g de NaCl.

Sensor bajo

] calibracién
Higrometro patrén ! e

ermoémetro

Figura 2.10 Calibracion del sensor de humedad DHT 22 en cabina con higrémetro de

caratula

En la Figura 2.11 se muestra la calibracion del sensor de humedad calibrado con NaCl
el cual se ajusta a las mediciones del calibrador, comenzando en 30.3% Yy llegando al
75.3% de humedad con una R? de 0.9998. En la Figura 2.12 semuestra la calibracion
del sensor utilizando LiCl la cual lleg6 a 11.9% de humedad relativa, el cual se ajusté
al calibrador utilizado con una R? de 0.9995 . El sensor de humedad se ajust6 al
calibrador empleado con un error del + 0.03% como las reportadas para soluciones
sal-agua por Rios (2016), Boix (2014), Meza Barcena (2015) y Linares et al., (2017).
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Humedad de referencia (HR %)
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Figura 2.11 Calibracién de humedad en NaCl
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Figura 2.12 Calibracién de humedad con LiCl
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2.2.2 Esterilizacion del equipo
Las charolas, soportes del bioreactor y vaso humidificador fueron esterilizados en una
camara de rayos UV por 3 h. En tanto que, sensores fueron sanitizados con una toalla

humedecida en alcohol etilico desnaturalizado, asi como el resto del equipo.

2.3 Activacion, inoculacion e incubacién de cepas

2.3.1 Activacion de cepa

Las cepas de Lentinula edodes (IE105) y Ganoderma curtisii (IE811) proceden del
Cepario de hongos del INECOL (Figura 2.13). Ambas cepas se conservaron en cajas
petri con medio PDA (marca Bioxon). Este medio de cultivo se preparon 36 g de
agar/1000 ml de agua destilada a 40°C, se disolvi6 el agar y, después se esterilizé a
121°C por 20 min. Una vez enfriado a la temperatura ambiental del laboratorio (~25°C),
se colocaron 20 ml. De medio en cajas petri. Posteriormente, se inocula con 1 cm? de

la cepa, manteniéndose en incubacion a 25°C, en una estufa.

Figura 2.13 Activacion de cepas a) Ganoderma curtisii b) Lentinula edodes
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2.3.2 Fermentacion en medio liquido paralainoculacion en bioreactor o camaras
de incubacion

En la cuantificacion del crecimiento y produccién de micelio, tanto de Lentinula edodes
como Ganoderma curtisii, se prepar6 medio liqguido MDA (Bioxon). El medio se prepard
con 20 g de extracto de malta y 2 g de dextrosa, disueltos en 1 L de agua destilada.
Se depositaron 50 ml del medio en frascos de cristal (6 x 6.5 cm), esterilizados en
autoclave a 15 Ib por 20 min, destinando 500 ml por especie (10 frascos para cada tipo
de hongo). Una vez que el medio disminuy6 temperatura 25°C, se inocularon con 3
cm? tanto de Lentinula edodes como Ganoderma curtisii sobre los medios. Los frascos
se taparon con papel filtro esterilizado para evitar contaminaciones en el tiempo de
incubacion. Se colocaron 5 frascos inoculados de cada hongo en las charolas del
bioreactor. Se alimento el bioreactor con un flujo de aire intermitente a 0.3 vwvm para
favorecer la homogeneizacion del aire en el ambiente, en tanto que, en otros 5 frascos
se depositan en cdmaras de incubacion en el INECOL. Estos permanecen en un
ambiente estéril y sin agitacion. En ambos casos las muestras se incubaron a + 26 °C
y + 50% de humedad.

2.3.2.1 Determinacion biomasa

La biomasa se cuantificé a los 7 y 14 dias de incubacion, bajo la norma NMX-1978
para la determinacion de cenizas en alimentos, filtrando el medio liquido a través de
una membrana (papel filtro Whatman no. 1) previamente pesada. El papel junto con el
micelio del hongo, se secé a 40°C por 8 h en una estufa. El porcentaje de biomasa se

obtuvo con la siguiente formula:

(= pl\)/c 100) 2.1)

% biomasa =

Donde: P es masa de papel filtro con micelio del hongo en (g), p es masa de papel

filtro vacio en (g) y M es masa del micelio del hongo en (g).
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2.3.3 Inoculacion en medio s6lido en bioreactor o camaras de incubacién

2.3.3.1 Caracterizacion del sustrato

La semilla empleada para la preparaciin del in6culo de ambos hongos fue sorgo
(Sorghum vulgare). El tratamiento de la semilla consistié inicilmente en una separacion
de los granos enteros, con su posterior lavado en agua fria y porterior remojo durante
12 h. Al dia siguienre el grano fue sumergido durante 5 min en agua caliente a 85°C,
con la finalidad de reblandecer la semilla. Posteriormente, se elimind el exceso de
agua, tratando de alcanzar el 30% humedad. Una vez enfriada la semilla a temperatura
ambiente (~25°C), se colocaron 30 g de semilla en frascos de cristal de 6 x 6.5 cm, se

sellaron y esterilizaron en autoclave a 121°C por 90 min.

Los granos de sorgo esterilizados fueron inoculados con una porcion de micelio de
cada una de las cepas, L. edodes y G. curtisii. Crecidas previamente en medio de
cultivo PDA. Las muestras inoculadas se mantuvieron en inubacion a 25°C en la
oscuridad, hasta que los micelios cubrieron completamente los granos. Esta etapa del

proceso se denomina inéculo primario.

2.3.3.2 Inoculacién del hongo en medio solido

Para el desarrollo de esta parte de la metodologia se preparé semilla de sorgo de
manera similar al descrito en la seccién anterior. Los granos fueron colocados para su
esterilizacion en 20 frascos de vidrio con boca ancha. Estos frascos fueron sembrados
con 5 g de inoculo primario de cada cepa (10 por cada especie de hongo) previamente
preparadas. La mitad de frascos inoculados de cada hongo fueron colocados en las
charolas del bioreactor para su incubacién, en tanto que, la otra mitad se dej6 en
camaras de incubacién. Todos los frascos se incubaron por 21 dias, con control de la
temperatura (25-28°C) y humedad (55-70%). El bioreactor se mantuvo recubierto con
una funda negra de polietileno, mientras que las muestras colocadas en las camaras
de incubacion se mantuvieron en oscuridad. A las muestras incubadas en el bioreactor
se inyecto aire (0.3 vwm) humidificado y estéril a través del tren de filtrado pasando

previamente por un vaso himidificador con agua destilada. Debido a la fotosensiblidad
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de los in6éculos, se mantuvo una exposicion minima a la luz, con la finalidad de

favorecer la propagacion de los micelios.

2.3.4 Cuantificacion indirecta de la biomasa mediante la medicion de la
actividad enzimatica de las lacasas

Debido a que el micelio forma junto con las semillas del sorgo una matriz compacta,
dificil de separar, la cuantificacion de la biomasa se debe realizar utilizado un método
indirecto, en este caso se optd por cuantificar la actividad de la enzima lacasa, una de
las enzimas ligninoliticas presente en las etapas tempranas de colonizacion del
sustrato. Para ello, se debe obtener inicialmente un extracto crudo del inoculo. La
actividad enzimatica de las lacasas en el indculo se midi6 empleando la técnica de
Leonowiez y Grzywnowicz (1981), modificada por Velazquez et al. (2002), la cual
consiste en colocar en una celda de prolipropileno 1 ml de extrato, 2 ml de solucion
buffer (fosfato-citrato 0.1 M, pH 5), 0.05 ml de siringaldazina (0.45 uM), la lectura de
absorbancia se realiz6 a 540 nm por 2 min. Los resultados fueron expresados en
unidades de actividad enzimatica (UAE), cantidad um de siringaldazina oxidados por

el micelio en 1 g de sustrato por minuto (um/g min) calculados con la ec. 2.2.

DO 10
- 2.2
UAE 7 VTC TEED (2.2)

Donde: UAE es la cantidad de pumol de siringaldazina oxidados por el micelio contenido
en 1 gramo  de sustrato seco por minuto (uM /g min), DO es la absorbancia de la
muestra, CAM es el coeficiente de absorcién molar de siringadalzina (0.065 umol* cm-
1), VTC es el volumen total contenido en la cubeta y VEEU es el volumen de extracto

enzimatico utilizado.

Las mediciones de la actividad enzimatica se realizaron para ambos in6culos crecidos
en medio liquido a los 7 dias de incubacion y los inoculados en medio sélido a los 3y
5 dias.
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2.4 Fermentacion en medio solido en bioreactor para frutificacion del hongo

2.4.1 Caracterizacion del sustrato en la fermentacion en medio solido

El sustrato utilizado en la fermentacion en medio solido de Lentinula edodes con
composicion 34% paja, 34% bagazo de cafa, 1% peat moss, 20% encino, 10%
salvado de trigo y 1% de cal (base pedo humedo). En tanto que, el sustrato usados
para Ganoderma curtisii contenian 90% bagazo de cafia y 10% de viruta de encino
(Quercus spp). Todos los sustratos fueron proporcionados por el INECOL. La paja se
tamizo para seleccionar un tamafio de particula en (6+1 cm), despues son hidratados
por 24 h, y elimina el exceso de humedad. Estos sustratos se colocaron en bolsas de
polipropileno de 7 x 15 cm, con una masa de 100 g de sustrato donde cada bolsa fue

sellada y esterilizada a 121°C por 90 min.

2.4.2 Determinacion de las condiciones para la fermentacion en medio sélido

Las bolsas de polietileno con sustrato a 25°C fueron inoculadas en una relacion 1:15,
estas bolsas se comprimieron manualmente para retirar el exceso de aire. La mitad de
las muestras sembradas se introdujeron en el bioreactor aplicando una inyeccion de
aire de 0.5 vwm; el resto de las muestras (5 por cada hongo) se llevaron a cuartos de
incubacion con condiciones controladas de temperatura y oscuridad adecuadas para

cada tipo de hongo.

2.4.3 Condiciones para la fermentacién en medio sélido para Lentinula edodes

Lentinula edodes fermenté durante 3 meses, a temperatura ~ 25°C y humedad ~
70%, observando primordios, esto es, primeras masas algonodosas color café en la
semana 12. En la semana 16, llegaron a ser hongos adultos y fueron cortados del pie
del hongo con un bisturi estéril. Los hongos fueron pesados y medidos para obtener
los rendimientos. En la Figura 2.14 semuestran las bolsas con sustrato e inoculadas

con Lentinula edodes.
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Figura 2.14 Bolsas para fermentacion de Lentinula edodes

2.4.4 Determinacion de la fermentacion para Ganoderma curtisii

La fermentacion de G. curtisii comprende 6 semanas se mantuvieron en un ambiente
de 25°Cy 70% de humedad. Los primordios de Ganoderma curtisii aparecieron a la
semana 3, estos fueron de color café caoba con un margen amarillos, despues de 20
dias llegaron a ser adultos. Se cortaron del pie del hongo con un bisturi estéril, se midio
el sombrero del hongo y su estipitie, se dejé fermentar 2 cosechas mas para obtener
los rendimientos finales. En la Figura 2.15 se muestra las bolsas con sustato e indculo,

para la fermentacion en sélido de Ganoderma curtisii.

2.4.5 Eficiencia biolégica

En la evaluacion biolégica de los hongos se midio el tamafio del pileo desarrollados en
estado maduro, asi como la eficiencia biolégica, que es la medida aproximada de la
produccion, y capacidad de los hongos de convertir un sustrato en cuerpos fructiferos,

expresado en porcentaje. En este estudio se calculd de la siguiente manera:
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EB Peso hongo fresco
~ peso seco del sustrato

100 (2.3)

Figura 2.15 Bolsas para fermentacion de Ganoderma curtisii

2.4.6 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

El FTIR es la principal herramienta para determinar la estructura de especies organicas
y bioguimicas, debido a que determina de manera cualitativa especies moleculares de
todo tipo. La mayoria de los compuestos organicos presentan numerosas bandas de
absorcion en toda le regidén del infrarrojo, por lo cual la muestra sélida se debe
pulverizar hasta que el tamafio de sus particulas sea menor que la longitud de onda

de la radiacion para evitar los efectos de dispersion de la radiacion.

Se analizaron los dos tipos de hongos cultivados dentro del bioreactor Ganoderma
curtisii y Lentinula edodes y se compararon con los hongos crecidos en el Instituto de
Ecologia de forma tradicional, realizando duplicados de las lecturas. Las muestras se
pulverizaron en un mortero de porcelana y, fueron montadas en una porta muestra

para ser observadas.
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Para el analisis de la muestra se limpi6 el cristal de Diamante del ATR (Atteniated Total
Reflection) de un espectrofotometro IR (Thermo Scientific Nicolet iS 5), se coloc6 una
muestra del hongo de 1mm en el cristal y se observé el espectro con el software del
equipo. Las muestras se analizaron con un rango de frecuencia 4000 a 400 cm™ con

60 barridos por espectro.
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CAPITULO 3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Instrumentacion del bioreactor para desarrollo del micelio y crecimiento de
macromicetos

La instrumentacion del bioreactor de columna-charola, comprendié las siguientes
adecuaciones: se implemento una tarjeta ARDUINO que facilita la adquisicion de datos
en tiempo real (humedad y temperatura) y la comunicacion de los sensores con el
computador. En la Figura 3.1 se muestra el diagrama de instrumentacién realizada al

bioreactor para el cultivo de Lentinula edodes y Ganoderma curtisii.

O
T H
T2
e OP:
T3 === ™ K Compresor

Figura 3.1 Diagrama de instrumentacion de bioreactor columna-charola

Esta instrumentacion del biorreactor comprende sensores que permiten monitorear las
variables (tiempo de flujo de aire, humedad), para el crecimiento de los hongos

medicinales.
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El reactor columna-charolas fue implementado con 3 termopares tipo K colocados en
tres posiciones diferentes a lo largo de la columna (en la parte superior, media y base
de la columna), ademas del sensor humedad-temperatura colocado en la parte
superior del bioreactor. La calibracion de los termopares y sensor de humedad fueron
reportados en el Capitulo I, seccion 2.2.1. Con una confiabilidad + 0.05% en los
termopares (calibrador fluke 724) y, el sensor de humedad se ajustoé al calibrador Fluke

empleado, con un error del +0.03%.

3.2 Valoracién de las condiciones de esterilizacién en el Bioreactor de columna
Para las diferentes etapas del desarrallo experimental fue necesario establecer un
protocolo de trabajo que permitiera asegurar condiciones de inocuidad para conservar
a las cepas de los hongos libres de microorganismos invasores. Esto consisitio en que
todos los accesorios del bioreactor fueran esterlizados y el bioreactor fue montado en
una zona aseptica, después de los cual se afiadié una masa promedio de 1000 gen 5
charolas de inoculo de hongo, colocando aprox. 250 g por charola, conservando la
esterilidad mediante el paso de aire pasando por un vaso y un tren de filtrado de 0.5,
0.3 y 0.01 pm que es alimentado a través de un compresor de aire de 48 L. Se
monitore6 temperatura y humedad del bioreactor, estos datos fueron almacenados en
una memoria SD. A los hongos medicinales (crecimiento miceliar y fructificaciones)
desarrollados en el bioreactor fueron suministrados con el minimo de aire (0.3 vvm)
debido a que Lentinula edodes y Ganoderma curtisii son del tipo anaerobio y la funciéon
del aire humidificado era humedecer el ambiente de crecimiento, sin afectar a los
macromicetos, estas condiciones se adecuaron para el crecimiento de los hongos a
humedad de +70% y 25°C, siendo el aire el mecanismo de transporte para conservar
la taza de humedad idonea al hongo.

En la Figura 3.2 se muestran las tres etapas desarrolladas en el bioreactor columna-
charolas (desarrollo de in6culo por fermentacion en medio liquido y en medio sélido, y
la fructificacion del hongo por fermentacién en medio s6lido), las cuales no presentaron

ningun tipo de contaminacion por microorganismos invasivos.
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Figura 3.2 Etapas de desarollo de Lentinula edodes a) micelio en medio liquido, b) medio
solido, c) fructificacién en bioreactor columna-charola

3.3 Resultados de la inoculacién mediante fermentacion en medio liquido
Este apartado muestra las comparaciones del desarrollo de micelio en medio liquido
para Ganoderma curtisii y Lentinula edodes cultivados en bioreactor columna-charolas

y en camaras de incubacion.

3.3.1 Resultados del crecimiento de micelio de Ganoderma curtisii en bioreactor
y camara de incubacion

En el crecimiento de biomasa en medio liquido MDA se observd un mayor desarrollo
en bioreactor, esto debido a que Ganoderma curtisii se beneficio con la inyeccion de
aire como agitacion. Las muestras de Ganoderma curtisii mantenidas en camara de
incubacion presentaron un 42% menos de crecimiento que en el bioreactor. En la
Figura 3.3 se muestra la evolucion de Ganoderma curtisii crecido en bioreactor en
comparacion con la camara de incubacion. Se observo un crecimiento micelial del
15.6% dentro del bioreactor columna-charolas, que es mayor a las reportadas por
Salmon et al. (2016) para Ganoderma sp. crecido en malta dextrosa, que alcanzaron
15.1% de biomasa crecida a los 14 dias de incubacion utilizando un bioreactor
Dreschek bottles a 2 vwvm. Por otra parte Wagner et al. (2013) reporté un crecimiento
micelial del 15.8% utilizando muestras de 50 ml de MDA a 100 rpm durante 14 dias
de incubacién; muentras que, Ospina et al. (2014) reportaron el crecimiento de
Ganoderma en un bioreactor Bioflo 110 Reactor New Brunswick obteniendo 12% de

biomasa aplicando 5 vvm a 26 °C por 14 dias de incubacion.
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Figura 3.3 Evolucion del micelio en fermentacién liquida de Ganoderma curtisii

3.3.2 Resultados del crecimiento de micelio de Lentinula edodes en bioreactor
y camara de incubacion

En cuanto a la produccion biomasa desarrollada de Lentinula edodes se incubé por 14
dias en medio liquido MDA. La produccion de biomasa cuantificada en los cultivos de
la cepa de Lentinula edodes a los 7 dias de incubacion, no se observé variacion
significativa del crecimiento entre el in6culo incubado en camara como el bioreactor.
Las diferencias fueron significativas de un 13% mas de produccién de biomasa en las
muestras cultivadas en el bioreactor de Lentinula edodes a los 14 dias de incubacion.
Las diferencias del crecimiento de biomasa para Lentinula edodes para ambos
métodos de incubacion se muestran en la Figura 3.4. Los resultados indican que la
inyeccion de aire en bioreactor actué como un modo de agitacion, lo cual favorecié una
mayor produccién de biomasa en cultivo en medio liquido, sin embargo se obtuvieron
resultados menores (5.5% de biomasa) que en trabajos previos como Umeo et al.

(2015) que crecié Lentinula edodes en MDA en un bioreactor airlift, logrando una
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produccién de biomasa del 25.9% en 14 dias de incubacion con 100 rpm, mientras
que, Hermann et al. (2013) reportaron un crecimiento micelial de biomasa de 8% en
15 dias de incubacion y Enman et al. (2008) crecieron micelio de Lentinula edodes en
un bioreactor BR 12, Belach Bioteknik AB, con 50 rpp a 25°C por 14 dias de incubacion,
reportando una produccion de biomasa obtenida de 9%.
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Figura 3.4 Evolucién del micelio en fermentacion liquida de Lentinula edodes

3.3.3 Resultados de la actividad enzimatica en Ganoderma curtisii y Lentinula
edodes

Se detectd actividad enzimatica de lacasas para el indculo de Ganoderma curtisii y
Lentinula edodes desarrollado en el bioreacotor y en camaras de incubacion, a los 7
dias de incubacién, obteniendo como resultado que en Ganoderma curtisii se obtuvo
mayor actividad de lacasas (61. 1564 uM/g min) (UAE) en el in6culo crecido dentro del
bioreactor con una diferencia del 10% con el inoculo crecido en camara de incubacion,

al igual que Lentinula edodes obtuvo resultados significativos para el indculo crecido
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en el bioreactor (35.778 uM/g min de UAE) con una diferencia del 20% en comparacion
con el inéculo desarrollado en camara de incubacion. En la Tabla 3.1 se observa la
comparacion de actividad enzimatica del indculo crecido en bioreactor contra el crecido

en camara de incubacién y la desviacion estandar de los resultados obtenidos.

Tabla 3.1 Resultados de la actividad enzimatica por lacasas

Se obtuvo mayor actividad enzimatica por lacasas en Ganoderma curtisii en el
bioreactor de columna-charolas que las reportadas por Arboleda y Mejia (2010)
quienes citan que las mejores condiciones de actividad enzimatica (UAE de 15 uM/g
min) se detectaron a los 7 dias de incubacion del hongo Ganoderma spp, empleando
como sustrato para la cuantificacion de la enzima al acido 2.2’-azanobis-3-etil-benzo-
tiazonila-6-sulfénico (ABTS), mientras que Ding et al. (2012) reportaron para G.
Lucidum en MDA una actividad enzimatica de 10 uM/g min a los 7 dias de incubacion.
En Lentinula edodes se cuantificO mayor actividad enzimatica en el bioreactor que las
reportadas por Montoya et al. (2014), con una actividad enzimatica de 9.489 uM/g min,
detectada con ABTS.
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3.4 Resultados de la inoculacion mediante fermentacion en medio s6lido a nivel
de bioreactor y de camaras de incubacién

En este apartado se muestran los resultados obtenidos en el desarrollo de micelio en
medio sdlido, en dos condiciones: a partir de cepa y a partir de inéculo primario, para
ambos tipos de hongos (Ganoderma curtisii y Lentinula edodes). Este in6culo se

incubo6 en biorreactor columna-charola y en camaras de incubacion.

3.4.1 Resultados del crecimiento de micelio de Ganoderma curtisii en medio
solido

El in6culo desarrollado en medio sélido utilizando sorgo como sustrato e inoculado con
cepa de Ganoderma curtisii, se incubd por 21 dias, en la Figura 3.5 se muestra la
comparacién de la apariencia fisica del inéculo crecido en bioreactor (a) y cAmara de
incubacion (b), observandose la formacion de primordios (masas algodonosas color
café), Ganoderma curtisii incubado en bioreactor presenté un mayor desarrollo micelial
dentro del bioreactor en comparacion con el método tradicional. Es decir, se observé
gue la cepa de Ganoderma curtisii se beneficié de la inyeccion de aire aplicada dentro

del bioreactor.

En la incubacién de Ganoderma curtisii a partir de in6culo primario (grano) favorecio
una invasién mas rapida del micelio sobre los granos, ya que el cubrimiento de micelio
se dié en menor tiempo (14 dias), en comparacion con la inoculacion a partir de cepa
en medio de cultivo (21 dias). Esto se debe a que en la inoculacion a partir de grano
se tienen mas puntos de dispersion, lo que facilita la invasion mas rapidamente del
micelio. En la Figura 3.6 se muestra la comparacion de los frascos incubados en
bioreactor con inyeccién de aire en comparacioén con las muestras mantenidas en la
camara de incubacion, en ambos métodos observa formacion de primordios a los 21
dias de incubacion. Ganoderma curtisii incubado en bioreactor presentd una mayor
colonizacion de la semilla en forma algonodosa blanca y maduracién en las masas

algonodosas de color amarillo.
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Figura 3.5 a) In6culo de cepa de Ganoderma curtisii crecida en bioreactor, b) camara de
incubacion

Figura 3.6 Ganoderma curtisii a partir de incoculo primario a) incubado en bioreactor b)
camara de incubacion
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3.4.2 Resultados del crecimiento de micelio de Lentinula edodes en medio solido
Lentinula edodes inoculado a partir de la cepa creciendo en medio de cultivo, crecio
de manera parecida en ambos métodos de incubacion, sin embargo, se presentd
mayor invasion de micelio algodonoso de color blanco en las muestras cultivadas en
bioreactor, aungue en ninguno de los dos tipos de incubacion se observo la formacion
de primordios. En la Figura 3.7 b) se muestra a Lentinula edodes crecido en cuarto de
incubacion, observando a los 21 dias de incubacion que no logré invadir por completo
el sustrato (semilla de sorgo representado por las manchas café-obscuras de la figura),
en comparacion con el crecido dentro del bioreactor, el cuél logro invadir la mayoria

de la semilla (Figura 3.7 a)).

Figura 3.7 Lentinula edodes inoculado con cepa a) Incubado en bioreactor, b) Camara de
incubacion

En el caso de Lentinula edodes inoculado a partir de indculo primario (grano), el
crecimiento micelial se observo de manera similar para ambos métodos de incubacion,

el micelio no logro invadir por completo el sustrato a los 21 dias de incubacion, sin
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embargo, Lentinula edodes incubado en el bioreactor comenzé a formar masas
algodonosas agrandadas de color café pardo e irregulares indicando el inicio de la
formacion de primordios del hongo. En la Figura 3.8 se muestra la comparacion de

ambos métodos de incubacion para Lentinula edodes a partir de indculo primario.

«.Y",

Figura 3.8 Lentinula edodes a partir de inéculo primario a) Incubado en bioreactor, b)
Camara de incubacion

3.4.3 Resultados de la actividad enzimética en medio solido

La lacasa es una enzima oxido-reductasa, la cual, contiene cobre y esta implicada en
la degradacién de lignina contenida en el sustrato mediante reacciones de 6xido-
reduccion. Los hongos comestibles degradan la lignina mediante la accion de
diferentes enzimas, siendo las estudiadas las lacasas (Velazquez et al., 2002). En la
Figura 3.9 se muestra la actividad enzimatica producida por el hongo versus el tiempo
en que éstas se midieron (3 y 5 dias de incubacién). En los cultivos de Ganoderma
curtisii se obtuvo mayor produccion de lacasa para el micelio que permanecié en
camaras de incubacion, tanto para el inoculado con cepa como el elaborado a partir
del inéculo primario (25 uM/g min y 35 pM/g min respectivamente), se observé que el
hongo inoculado con cepa e incubado en el bioreactor tuvo 50% menos de produccion
de lacasas que Ganoderma curtisii inoculado con cepa e incubado de manera
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tradicional. Ganoderma curtisii inoculado con inoculo primario (IP) a los 3 dias de
incubacion dentro del bioreactor registré una actividad enzimatica de lacasas con 40%
mMAas en comparacion a las camaras de incubacion, sin embargo, a los 5 dias de
incubacion, Ganoderma curtisiii inoculado por IP crecido en camara de incubacion
obtuvo 50% mas produccion de lacasas. Gganoderma curtisii desarrollado en
bioreactor presentdé mayor actividad enzimatica que las reportadas por Murugesan et
al. (2007) para Ganoderma lucidum inoculado en semilla de sorgo a 7 dias de

incubacion con una actividad enzimatica de 12 pM/g min.

Figura 3.9 Produccién de lacasas cuantificada en cultivos de Ganoderma curtisii

La produccion de lacasas en Lentinula edodes para los dos tipos de inoculacion (cepa
e indculo primario) en incubacién en el bioreactor y camara de incubacién se muestra
en la Figura 3.10 donde la mayor produccion de lacasas se observan en el hongo que
crecio en las camaras de incubacion (35 uM/g min ) con un 35% mas de produccion
de lacasas que las obtenidas en el hongo incubado en el bioreactor (20 puM/g min),

Lateef y Adeeyo, (2015) reportaron actividad enzimatica por el metodo de Leonowiez
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y Grzywnowicz, (1981) obteniendo para Lentinula edodes 10.6 uM/g min de actividad
enzimatica a 7 dias de incubacion, obteniendo mayor actividad enzimatica de Lentinula

edodes dentro de cAmara de incubacion y en las condiciones del bioreactor.

Figura 3.10 Produccién de lacasas cuantificada en cultivos de Lentinula edodes

3.5 Fermentacion en medio sélido en bioreactor de columna-charola

La fermentaciéon en medio sélido para fructificacion de los hongos medicinales se
realizé en el bioreactor columna-charola, fermentando por 3 meses a Lentinula edodes
y 6 semanas a Ganoderma cutisii. Debido a que el bioreactor es a escala semi-piloto,
la morfologia de los macromicetos cultivados se observé afectada, esto debido a que
no contaron con el espacio adecuado para su desarrollo. Ganoderma curtisii se
desarroll6 de manera alargada y delgada, mientras que Lentinula edodes solo
desarrollo primordios (masa algonodosa), los macromicetos se muestran en la Figura
3.11. Sin embargo, se obtuvieron resultados significativos en cuanto a EB y

compuestos bioactivos.
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Figura 3.11 Fructificacion de a) Ganoderma curtisii y, b) Lentinula edodes

3.5.1 Eficiencia biolégica

Para conocer el rendimiento del sustrato en funcién de las cepas utilizadas, se evaluo

la Eficiencia Biol6gica (EB). En la Tabla 3.2 se muestra el porcentaje de EB de la

fermentacién en medio sélido en el bioreactor de columna-charola para cada tipo de

hongo. Para Lentinula edodes la cosecha obtenida fue del 80% de la produccion total

correspondiente a la primera cosecha. Para Ganoderma curtisii la primera cosecha fue

del 95%, por lo cual no se obtuvo una segunda cosecha de las fructificaciones. El uso

de sustratos selectivos favorece una alta eficiencia bioldgica, por lo cual con las

combinaciones especificas para cada tipo de hongo se obtuvieron resultados

favorables para la primera cosecha.

Tabla 3.2 Evaluacion de la eficiencia bioldgica

EB (%) | Desviacion estandar
Ganoderma curtisii 16.7 458
Lentinula edodes 47.14 7.49

Otros autores reportan EB para Ganoderma usando diferentes sustratos como

Cilerdzic et al. (2018) quienes usaron como sustrato paja de trigo y alcanzaron una EB
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del 13%, que es menor que las reportadas en este trabajo. En el caso de Lentinula
edodes algunos autores reportan diferentes sustratos alcanzando EB menor o igual
gue la reportada en este trabajo (47.16%), entre ellos Hermann et al. (2013) utilizaron
aserrin de eucalipto como sustrato, 95% de aserrin y 5% de harina de soja, y 75% de
aserrin, 5% de harina de soya, 10% bagazo de yuca y 10 % de paja de maiz
obteniendo una EB del 4.77,47.03 y 44.29% respectivamente.

3.5.2 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

En la Figura 3.12 se muestra el espectro FTIR de Ganoderma curtisii crecido dentro
del bioreactor (B) y el desarrollado de manera tradicional en cadmaras de incubacion
(CI) en el Instituto de ecologia. Las muestras se realizaron con un intervalo de 4000 a

400 cm™ a 60 barridos y una resolucién de 4 cm™.

Las fructificaciones de Ganoderma curtisii cosechadas en ambas condiciones de
crecimiento presentaron los mismos picos de nimero de onda, el pico de 3300 cm™
representa la vibracidbn de grupos hidroxilo (—OH) los cuales intervienen en las
caracteristicas organolépticas del hongo como color y sabor, reportadas por Kim et al.
(2011), Yao et al. (2017) y Gonzada et al. (2013) y Alzorqi et al. (2016) en la misma
region. Se presenta vibracion de tension asimétrica del enlace en lipidos (CHz2y CHg),
los cuales son grasas buenas presentes como omega-6, en el nimero de onda 2920
cm? como lo reporté Choong et al. (2011), Yao et al. (2017), Khan et al. (2015),
Gonzada et al. (2013) y Alzorgi et al. (2016). El pico de 2358 cm se atribuye a
proteinas (NH), reportadas por Barraza et al. (2013), Huang et al. (2013) e Israilides
et al. (2008). Los numeros de onda 1649 y 1539 cm™! corresponden al tipo de vibracién
de tension del enlace para amida | y II, moléculas de composicién de las proteinas con
aminoacidos muy similares a la proteina animal, estas regiones las reportan Choong
et al. (2011), Yao et al. (2017) y Thetsrimuang et al. (2011).

El pico pequefio que corresponde al nimero de onda de 1379 cm™ corresponde a
lipidos (CHs simétrico) con tipo de vibracion de flexion simétrica del enlace reportadas
por Barraza et al. (2013), Gonzada et al. (2013) e Israilides et al. (2008). Un pequefio

59



Resultados y discusion

pico a 1240 cm™ corresponde a lignina (encargada de aportar el sabor lefioso al
macromiceto) y acidos organicos, los cuales impiden el desarrollo de bacterias en el
hongo, descrito por Choong et al. (2011). El pico mas grande corresponde al nimero
de onda 1036 cm™ que representa vibracion al grupo hidroxilo (alcohol primario OH)

reportadas por Gonzada et al. (2013) y Choong et al. (2011).

Figura 3.12 Espectro FTIR de Ganoderma curtisii

El pico denotado a 890 cm! hace referencia a las vibraciones de B-glucan el cual
proporciona al hongo las propiedades inmunoestimuladoras, anticancerigenas,

antiviral, antinflamatorias, antioxidante, hipoglucémicas y analgésicas, tal como lo
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describe Akram et al. (2012), Gonzada et al. (2013), Thetsrimuang et al. (2011) y Kim
et al. (2011). El pico que abarca el nUmero de onda entre 824-554 cm™ se atribuye a
la vibracién de flexion de un anillo sacarido, presnete en forma de quitina que se

encuentra en la pared celular de hongo, descrito por Choong et al. (2011).

La Figura 3.13 muestra el espectro FTIR de Lentinula edodes crecido dentro del
bioreactor (B) y el desarrollado de manera tradicional en camaras de incubacion (Cl).
Para ambas condiciones de crecimiento presentaron un comportamiento similar en los
picos, presentando el mismo nimero de onda. El pico correspondiente a 3277 cm™
representa la vibracion flexible del enlace hidroxilo (OH), esté grupo aporta el color
obscuro al hongo, sefalado por Yao et al. (2017), Khan et al. (2015), Gonzada et al.
(2013) y Alzorqi et al. (2016). El pico mostrado en 2927 cm! por vibracion con tensién
adimétrica del enlace de lipidos (CH2 Asimétrico), que son &cidos grasos insaturados
(omega), los cuales actuan como reductores de trigicéridos y colesterol en humanos,
reportado por Israilides et al. (2008), Yao et al. (2017), Khan et al. (2015), Gonzada et
al. (2013) y Alzorqi et al. (2016).

El nimero de onda 2361 cm™ corresponde al grupo de lipidos (C=0) reportadas por
Barraza et al. (2013) y Kannan (2014). Los nimeros de onda 1638 y 1543 cm
corresponden al tipo de vibracion de tensidén de enlace en proteinas (amida | y Il) que
aportan un alto valor nutricional a L. edodes, las reportan Barraza et al. (2013),
Thetsrimuang et al. (2011), Yao et al. (2017), e Israilides et al. (2008). El nimero de
1389 corresponde al enlace nitro aromaticos (NO2), son los encargados de aportar el
olor lefioso al hongo, sefialado por Choong et al. (2011). El pico a 1237 cm?
corresponde a lignina (aporta proteina y sabor a L. edodes), y &cidos organicos estos

evitan el atague de baterias al hongo, descrito por Choong et al, (2011).

La vibracion por tensién del enlace CO corresponde a moléculas de lipidos en 1039
cm® reportada por Yao et al. (2017), Gonzada et al. (2013) y Philip (2009). El nimero
de onda 870 cm™ hace referencia a las vibraciones de B-glucano, el cual es un

polisacardio con compuestos activos (regula el sistema inmune, actua como
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antibiotico, antinflamatorio y anticancerigeno), tal lo describe Thetsrimuang et al.
(2011), Akram et al. (2012), Kim et al. (2011) y Gonzada et al. (2013).

Figura 3.13 Espectro FTIR de Lentinula edodes
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CONCLUSIONES

La fermentacion en medio liquido para el crecimiento de micelio de Lentinula edodes
y Ganoderma curtisii muestran diferencias significativas favorables a nivel bioreactor.
Esto es, el micelio desarrollado de Ganoderma curtisii obtuvo un rendimiento o
biomasa alcanz6 un 16% contrario al 6% en camaras de incubacién. En tanto que,
Lentinula edodes presenta 5.5% de biomasa en bioreactor contrario al 4.3% en

camaras de incubacion, esta diferencia se puede atribuir al flujo de aire suministrado.

La actividad enzimatica por lacasas obtenida a los 7 dias de incubacion presenta
resultados significativos para Ganoderma curtisii con UAE de 61.1564 pM/g miny, para
Lentinula edodes una UAE de 35.778 pM/g min, ambos incubados en bioreactor. Esta
actividad se favorecié con el flujo de aire que homogeniza el ambiente del bioreactor,
permitiendo al medio de cultivo se desarrolle en condiciones de inocuidad.

El crecimiento de micelio en medio solido incubado por 21 dias mostrd resultados
favorables para Ganoderma curtisii a partir de cepa obteniendo un rendimiento del 20%
mas en bioreactor que en cadmara de incubacion, mientras que, Ganoderma curtisii a
partir de in6culo primario obtuvo un 15% mas de biomasa en bioreactor que en
camaras de incubacién. En tanto que, el micelio desarrollado de Lentinula edodes a
partir de cepa, obtuvo mejor desarrollo en el bioreactor, con un crecimiento de micelio
del 23% mas que camaras de incubacion, por otro lado, el micelio de Lentinula edodes
a partir de inoculo primario se desarroll6 de forma similar para ambos métodos de
incubacion, sin embargo, el incubado en bioreactor presenté primordios, esto quiere
decir, que tuvo mayor madurez del micelio en los 21 dias de incubacion. En la
produccion de lacasas en medio sélido no se obtuvieron resultados favorables para el
micelio desarrollado en el bioreactor, la mayor produccion UAE se obtuvo a partir de
in6culo primario desarrollado en camara de incubacion, para Ganoderma curtisii fue

de 35 puM/g min y, para Lentinula edodes fue de 36 pM/g min, lo que indica que estos
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hongos desarrollados en bioreactor degradaron menos lignina, probablemente debido
al flujo de aire deshidrato la semilla de sorgo.

La fermentacion en medio sdlido para la fructificacion de Ganoderma curtisii y Lentinula
edodes, fue limitada por el espacio del bioreactor, lo cual afecté la morfologia de los
hongos desarrollados, sin embargo, se obtuvieron resultados significavos de EB con
80% de produccion total de Lentinula edodes y 95% para Ganoderma curtisii, estos

altos rendimientos permitieron solo tener una cosecha de los hongos.

El contenido de moléculas bioactivas cuantificadas en los hongos desarrollados a
través del espectrofotometro de la transformada de Fourier para las diferentes
condiciones estudiadas fueron similares destacando la presencia de lipidos, proteinas
y polisacaridos como 3-glucanos, los cuales tienen beneficios a la salud, actuando
como inmonomoduladores, anticancerigenos, cardioprotectores, hepatoprotectores y

antimicrobianos.

RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar otros estudios cualitativos y cuantitativos (SEM, DSC, UV-
visible, rayos X, RMN), a los macromicetos desarrollados en bioreactor para evaluar
su actividad molécular, morfologia, estructuras y, validar los compuestos bioquimicos

propios de la especie, tanto en, indculo como en los cuerpos fructificados.

Los resultados alcanzados, indican la factibilidad del uso del bioreactor y validan como
medio para incrementar la capacidad de crecimiento y desarrollo de micelios de
hongos macroscopicos de diferentes cepas, con la posibilidad de lograr fructificaciones
en menor tiempo de incubacion y consecuentemente, acortar el ciclo de cultivo de la
cepa. Por lo que, en el uso del bioreactor se recomienda para trabajar con

microorganismos de interés alimentario, medicinal o farmaceéuticos.
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El uso de aire inyectado dentro del bioreactor tuvo un efecto negativo sobre el
contenido de humedad de las muestras cultivadas en los sustratos, por lo cual el
crecimiento de fructificaciones fue lento y lo hacia propenso a contaminaciones
(generalmente de mohos del género Trichoderma), por lo cual se recomienda para
fermentacién en medio solido no aplicar flujo de aire dentro del bioreactor, sino sélo
controlar las variables de temperatura y humedad.

Una propuesta interesante es el desarrollo de un bioreactor columna-charola a nivel
planta piloto, partiendo del aporte de los trabajos desarrollados a nivel de bioreactor
columna-charola (Hernandez 2017, Cisneros 2020). De un tamafio aproximado de 2m
x 100cm de hxd, en vidrio pyrex- acero inoxidable 304, para asegurar la inocuidad de
los medios de cultivo. La automatizacion seria necesaria para garantizar una respuesta
oportuna de control y, de compensacion ante las variaciones del sistema o del entorno
(temperatura, humedad y flujo de aire, en funcion de las condiciones del

microorganismo y garantizar su funcionalidad).
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