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ARTICULO DE INVESTIGACION

Estudio comparativo de la produccion de biomasa
en fermentacion superficial y en estado liquido
de macromicetos con diferentes fuentes nutrimentales

Diego Felipe Rubiano Florez*, Carolina Chegwin-Angarita**,
Oscar Orlando Melo***, Ivonne J. Nieto-Ramirez* ***
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RESUMEN

Los macromicetos han adquirido gran interés por su importancia alimenticia, terapéutica y econdémica, razén por la cual es nece-
sario enfocar esfuerzos en la busqueda de optimizar su produccion de biomasa. El presente trabajo buscé determinar y comparar
el efecto de la fermentacion liquida (FEL) y superficial (FeSup) (medio solido) sobre la producciéon de biomasa de Flammulina velu-
tipes, Hypsizigus tessulatus y Grifola frondosa empleando seis fuentes de nutrientes de bajo costo: harina de soja, trigo integral,
maiz blanco, maiz amarillo precocido, salvado de trigo y semillas de linaza molida. Los resultados de la FeSup permitieron deter-
minar que la especie de mayor crecimiento radial, indistintamente de la fuente de nutrientes, es F. velutipes seguida de H. tessula-
tus y por ultimo G. frondosa. Adicionalmente, la mayor produccién de biomasa con FeSup se observa para F. velutipes y H. tessula-
tus (6,4480 g/L y 5,7320 g/L, respectivamente) Por el contrario, para la FEL, G. frondosa (11,4620 g/L) es la especie de mayor
produccion. La comparacion en la produccién de biomasa empleando FEL y FeSup, evidencié que los resultados son dependien-
tes de la técnica de cultivo y que la FeSup no puede ser empleada para la seleccion preliminar de hongos macromicetos, enfoca-
da en la producciéon de biomasa por FEL.

Palabras clave: micelio, in-vitro, cultivo sumergido, harina.
ABSTRACT

Macromycetes have acquired great interest because of their nutritional, therapeutic and economic importance, which is why it is
necessary to focus efforts in the search to optimize their biomass production. The present work sought to determine and compare
the effect of liquid fermentation (FEL) and surface fermentation (FeSup) (solid medium) on the biomass production of Flammulina
velutipes, Hypsizigus tessulatus and Grifola frondosa using six sources of low cost nutrients: soybeans, whole wheat, white corn,
precooked yellow corn, wheat bran and ground flax seed. The results of the FeSup allowed to determine that the species with the
highest radial growth, indistinctly from the nutrient source, is F. velutipes followed by H. tessulatus and finally C. frondosa. Additio-
nally, the highest biomass production with FeSup is observed for F. velutipes and H. tessulatus (6.4480 g/L and 5.7320 g/L, respec-
tively) On the contrary, for the FEL, C. frondosa (11.4620 g/L) is the species with the highest production. The comparison in the
production of biomass using FEL and FeSup, showed that the results are dependent on the culture technique and that the FeSup
cannot be used for the preliminary selection of fungi macromycetes, focused on the production of biomass by FEL.

Key words: Mycelium, in-vitro, submerged culture, flour.
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INTRODUCCION

El interés actual de la comunidad cientifica en el estudio
de los hongos macromicetos, se enfoca en las biologi-
cas como antioxidante (Lee et al.,, 2003), citotdxica
(Yang et al., 2007), anticancerigena (Yi et al., 2013),
entre otras, atribuidas a los compuestos biosintetizados
por estos, como son los polisacaridos, las proteinas y
sus complejos, ademas de metabolitos de bajo peso
molecular como fenoles, policétidos, triterpenoides,
esteroides, alcaloides, nucledtidos, lactonas y dacidos
grasos (Elisashvili, 2012).

Estas bioactividades han estimulado las investigaciones
enfocadas en el desarrollo e implementacion de técni-
cas que permitan incrementar la produccién tanto de
biomasa (micelio y fructificaciones) como de metaboli-
tos. En el cultivo tradicional, del cual el producto final
son los cuerpos fructiferos, la eficiencia del proceso es
alta, en términos de la cantidad del organismo obteni-
da, sin embargo, los tiempos de produccién son prolon-
gados, por lo cual se ha empleado la fermentacion, co-
mo herramienta para obtener mejor produccién de
biomasa en menor tiempo (Hsieh et al.,, 2008).

Dentro de las fermentaciones se encuentra la realizada
en estado sélido (FES) que se caracteriza por el desarro-
llo del microorganismo en sustratos solidos himedos,
que ademas de ser utilizados como soporte del micelio,
son fuente de nutrientes. Esta metodologia tiene poco
alcance para su aplicacion en la produccién de enzimas
o metabolitos secundarios, debido a que presenta va-
rios inconvenientes como son la dificultad en el control
de los gradientes de temperatura, pH, humedad, oxi
geno y concentracion de nutrientes (Holker et al.,
2004). Es importante indicar que el cultivo en cajas de
Petri, denominado en este trabajo fermentacién superfi-
cial, se ha empleado como herramienta para seleccio-
nar especies de hongos macromicetos teniendo en
cuenta su produccién de biomasa seca (Arana-Gabriel
et al., 2014; Talamantes et al., 2017), sin embargo, no
se reporta estudios que comparen la produccion de
estas técnicas. La FEL, exhibe como ventajas un control
mas exacto de las condiciones de cultivo y un menor
tiempo del proceso, con una mayor produccién de bio-
masa y metabolitos (Hsieh et al., 2008). Lo anterior se
ve reflejado en el amplio uso que de esta tecnologia se
hace en la actualidad.

Uno de los parametros que se puede variar en FEL es la
fuente de nutrientes, lo cual ha demostrado que tiene
un efecto preponderante en la produccién de micelio y
en su composicion. La evaluacion de dicho efecto se ha
enfocado principalmente en los géneros Pleurotus

(Papaspyridi et al., 2010; Nieto & Carolina 2013), Agari-
cus (Shu and Xu, 2007), Antrodia (Yang et al., 2003) vy
las especies Ganoderma lucidum (Xu et al., 2008; Tang
et al., 2009), Cordyceps militaris (Mao et al., 2005), Mor-
chella esculenta (Meng et al., 2010), dejando de lado el
estudio de otras especies de hongos de interés comer-
cial con comprobadas propiedades nutricionales y con
metabolitos poseedores de bioactividad. Dentro de
estos hongos se tienen Grifola frondosa, Flammulina
velutipes e Hypsizygus tessulatus (Tan & Yong 2013;
Tinao et al., 2015; Chowdhury et al., 2015.

A pesar de que el cultivo de hongos en Colombia, a
diferencia de los paises orientales e incluso de algunos
de nuestra latitud, no ha tenido mucho desarrollo, el
consumo de estos organismos se ha incrementado de-
bido a que son fuente de proteina de excelente calidad,
carbohidratos, vitaminas y minerales (Chowdhury et al.,
2015). Sin embargo, las especies generalmente consu-
midas corresponden a los géneros Pleurotus sp.
(orellanas), Agaricus sp (champiidn) y Lentinula edodes
(Shiitake) (Chang and Buswell, 1996). Teniendo esto en
cuenta, el estudio del efecto de fuentes de nutrientes
de bajo costo, en la produccién de hongos de reciente
inclusion en el mercado nacional como son G. frondo-
sa, F. velutipes e H. tessulatus, permitira determinar las
mejores condiciones de produccién de biomasa.

Con base en lo anterior, el objetivo de este trabajo fue
evaluar el efecto de la fuente de nutrientes sobre la
produccion de biomasa de estos tres hongos de hon-
gos macromicetos comestibles, obtenidos por FEL y por
fermentacion superficial.

MATERIALES Y METODOS

Material fingico

Las cepas de los hongos Grifola frondosa, Hypsizygus
tessulatus y Flammulina velutipes, fueron donadas por la
empresa Setas Exéticas de Colombia S.A.S. Se activaron
empleando medio PDA, oscuridad, pH 6,00, temperatu-
ra de 25°C durante 12 dias, y posteriormente se mantu-
vieron a 4°C hasta su uso (cepas madre).

Cultivo por fermentacion superficial (FeSup)

A partir de las cepas madre de cada especie, se toma-
ron inéculos de ~0,5 cm de didmetro, compuestos de
agar y micelio, que fueron ubicados en el centro de una
caja de Petri (@ = 9 cm) en un medio con la siguiente
composicion (g/L): fuente de nutrientes 30; extracto de
levadura 5, sacarosa 5 y agar 23,5. El pH se ajusto a
6,00 y se encubaron a 25°C en oscuridad. Las fuentes
de nutrientes empleadas fueron: Harina de soja (HS),
salvado de trigo (ST), harina de trigo integral (HTI), se-
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Figura 1. Efecto de la especie y de la fuente de nutrientes sobre el crecimiento radial.

FV: Flammulina velutipes, HT:

Hypsizygus tessulatus, GF: Grifola frondosa. HL: Linaza, HMAP: harina de maiz amarillo pre-cocido, HMB: harina maiz blanco,
HS: harina de soya, HTI: harina de trigo integral y ST: salvado de trigo. n = 3.

millas de linaza molida (HL), harina de maiz blanco
(HMB) y harina de maiz amarillo precocido (HMAP),
todas ellas molidas y obtenidas en el mercado local. Se
tomaron medidas diarias del crecimiento en cuatro ra-
dios marcados sobre la caja de Petri, hasta colonizacién
total, con triplicados de cada tratamiento. Posterior-
mente se determina la biomasa seca, separando el me-
dio de cultivo del micelio a través del calentamiento de
150 mL de agua destilada (92 °C), donde se diluye el
agar separandose del micelio, para después emplear
filtro de papel de 20 - 25 um para filtracién con bomba
de vacio y eliminar posibles residuos realizando tres
lavados con agua destilada. El micelio se sometié a un
proceso de secado en horno a 45°C hasta peso cons-
tante, para determinacién de su masa.

Cultivo por fermentacién en estado liquido

Matraces de 100 mL con 25 mL de un medio compues-
to por NaNO; (80 mg/L), MgSO,.7H,O (20 mg/L),
KH,PO, (30 mg/L), KCI 10 (mg/L), fueron suplementa-
dos con 30 g/L de las fuentes de nutrientes indicadas,
las cuales fueron llevadas a 92 °C y se hicieron pasar
por un filtro de Nylon de ~0,5 mm de poro. Los medios
de cultivo fueron equilibrados a pH 6,00 y posterior-
mente esterilizados. Como indculo se utilizaron 8 dis-
cos de 0,5 cm de didmetro compuestos de micelio y

agar. Los matraces se llevaron a un agitador orbital a
100 rpm, durante 11 dias a 25°C, tiempo después del
cual la biomasa se filtré (filtro de papel de 20 - 25 pm)
y seco hasta peso constante.

Andlisis estadistico.

Cada resultado fue expresado como el promedio de 3
réplicas, sometiendo los datos a un andlisis de varianza
(ANOVA) de una via, empleando el programa estadisti-
co R-project (R Development Core Team, 2017). Un
valor de P < 0,05 se consideré como significante.

RESULTADOS Y DISCUSION

Fermentacion superficial

Los resultados obtenidos por FeSup, en lo que respecta
al comportamiento de la especie sobre el crecimiento
de micelio (figura 1), permite observar que G. frondosa,
presenta menor crecimiento comparado con las demas,
indistintamente de la fuente de nutrientes empleada. Lo
anterior, puede ser explicado desde un punto de vista
biolégico, teniendo en cuenta que, aunque las especies
estudiadas presentan la misma estrategia trofica de sa-
profitismo para la obtencién de nutrientes, tienen un
comportamiento caracteristico debido a sus diferentes
procesos de aclimatacion al medio (Diamantopoulou et
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Figura 2. Efecto de la fuente de nutrientes sobre el crecimiento radial medio. HL (Linaza), HMAP (harina de maiz
amarillo pre-cocido), HMB (harina maiz blanco), HS (harina de soya), HTI (harina de trigo integral) y ST (salvado de tri-

go). n=3.

al., 2014), relacionado con variaciones genéticas entre
especies (Zagrean et al., 2016).

En cuanto al efecto de la fuente de nutrientes sobre el
crecimiento radial de cada organismo, del andlisis de la
figura 1 se evidencia un efecto diferenciado, depen-
diente de la especie cultivada, ratificando el resultado
discutido anteriormente, el cual es similar al obtenido
por Zagrean et al. (2016), donde incluso cuatro diferen-
tes cepas de Pleurotus eryngii, cultivadas en el mismo
medio, presentaron diferencias en el crecimiento.

Adicionalmente se evidencia que para H. tessulatus y F.
velutipes a partir del dia 7, hay un cambio en la tenden-
cia que hasta ese momento tenia el primero de ellos de
presentar el mayor crecimiento radial, siendo finalmen-
te la F. velutipes el hongo que mayor crecimiento tuvo
indistintamente de la fuente de nutrientes.

La figura 2 permite ver claramente el comportamiento
para todas las especies con cada fuente de nutrientes,
de cuyo andlisis se puede concluir que no hay un efec-
to marcado de éstas sobre el crecimiento en caja de
Petri, a pesar de presentar diferencias en la composi-
cion de cada fuente de nutrientes. Tal es el caso del
contenido proteico, una de las variables que se ha clasi-
ficado como determinante en los procesos de cultivo
de cualquier organismo y de la cual se conoce, que
para el caso particular de los hongos, un aumento de
la misma en el medio incrementa la biomasa obtenida

(Xu et al., 2008). La harina de soya y el salvado de trigo
tienen contenidos proteicos de 41% y 16 % respectiva-
mente (Instituto Colombiano de Bienestar Familiar,
2015), razén por la que se esperarian diferencias entre
los crecimientos radiales, tendencia que no se da en
este caso.

Otro fenémeno observado entre especies, es la variabi-
lidad del crecimiento radial en cada uno de los dias
evaluados (figura 3), siendo F. velutipes la que presenta
la mayor variabilidad. Este factor, llama la atencién por
el hecho de que hay un aumento de la misma en el
transcurso del tiempo, llegando a un punto en el cual,
no se observa diferencia estadistica entre especies,
comportamiento que permite optar por especies que
presenten un crecimiento radial estable o con poca
variabilidad dentro de las mediciones, como es el caso
del H. tessulatus.

Biomasa obtenida por fermentacién superficial

En la FeSup, el desarrollo del micelio por parte del hon-
go se puede dar de dos maneras: el micelio vegetativo,
el cual se relaciona con la obtencién de nutrientes del
medio y es determinado por medio del crecimiento
radial; y el micelio aéreo, desarrollado por algunas es-
pecies para favorecer el proceso respiratorio al incre-
mentar la difusion del oxigeno y asi generar la energia
necesaria para mantener el metabolismo celular
(Rahardjo et al., 2002). El desarrollo de micelio aéreo se
observé en los tres hongos estudiados entonces medir
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Figura 3. Variabilidad en el crecimiento radial de las especies observado por diagramas de cajas a lo largo de los
11 dias segun las fuentes de nutrientes. HL (Linaza), HMAP (harina de maiz amarillo pre-cocido), HMB (harina maiz
blanco), HS (harina de soya), HTI (harina de trigo integral) y ST (salvado de trigo). n = 3.

el diametro de crecimiento no seria una medida precisa
del desarrollo de estos organismos en cada tratamiento,
por tal motivo, la medicion de la biomasa seca brinda
informacion precisa de esta desarrollo.

La cantidad de biomasa obtenida se muestra en la figu-
ra 4A y de su andlisis se puede evidenciar que G. fron-
dosa, independiente de la fuente de nutrientes, es la
especie de menor produccién, concordante con el cre-
cimiento radial antes analizado. Las fuentes de nutrien-
tes de mayor produccién son harina de maiz blanco
para F. velutipes (HMB.FV) y harina de soya para H.
tessulatus (SY.HT). Para los demas casos no hay un com-
portamiento diferente. De igual forma es importante
resaltar que en fermentacion superficial y para las espe-
cies estudiadas, la produccién de biomasa no presenta
un patrén dependiente de la fuente de nutrientes.

Fermentacion en estado liquido

A diferencia del resultado obtenido con fermentacién
superficial, la biomasa producida a partir de la FEL
(figura 4B), no muestra un comportamiento diferencial
entre los hongos. Asimismo, se evidencia para todos los
organismos un aumento en la producciéon de micelio,
particularmente con G. frondosa, mostrando un claro
efecto negativo al emplear FeSup sobre su producciéon
de biomasa, bajo las condiciones evaluadas.

Los tratamientos de mayor producciéon de biomasa se
obtienen al emplear harina de soya para G. frondosa
(SY.GF) e H. tessulatus (SY.HT). Por otro lado, las fuen-
tes de nutrientes de menor produccion fueron linaza y
salvado de trigo para las tres especies, exceptuando
linaza en G. frondosa (LZ.GF), la cual se encuentra agru-
pada en los demds tratamientos de media produccion.

La alta produccién de biomasa obtenida al emplear la
soya, puede estar relacionada con el alto contenido de
proteina de esta harina (Instituto Colombiano de Bie-
nestar Familiar, 2015), que permitird mayor disponibili-
dad de nitrégeno en el medio para el crecimiento de
las especies, y que como se menciond anteriormente,
es un pardmetro ya reportado por otros autores como
determinante para un cultivo flngico.

Finalmente, comparando la cantidad de biomasa obte-
nida por FEL vs FeSup, no hay una similitud entre los
resultados obtenidos con estas dos técnicas, resultando
ser la FEL mas eficiente. Lo anterior puede atribuirse a
la fuerte influencia de los parametros del cultivo sobre
la produccién de biomasa, ya reportada por otros auto-
res, (Diamantopoulou et al., 2014), asi como la disponi-
bilidad de nutrientes y oxigeno (Zhong and Tang,
2004).
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Figura 4. Variacién de la produccién de biomasa seca (g/L) con diferentes fuentes de nutrientes y las especies Flam-
mulina velutipes, Grifola frondosa e Hypsizygus tessulatus empleando: (A) fermentaddn en estado superfidal y (B) fermentacién liquida.
HMAP (harina de maiz amarillo pre-cocido), HMB (harina maiz blanco), HTI (harina de trigo integral) HL (Linaza), ST

(salvado de trigo) y HS (harina de soya). n=3.

En consecuencia, la agitacion empleada en la FEL per-
mitiria mejorar la disponibilidad, no solo de los nutrien-
tes, sino del oxigeno, situacion que no ocurre en la fer-
mentacion superficial, obteniendo asi comportamientos
particulares de una técnica a otra. Por tal razén se reco-
mienda el empleo de la FEL, como la técnica biotecno-
[6gica, para la obtencion y evaluacién de la produccion
de biomasa de hongos macromicetos.

CONCLUSIONES

Dependiendo del tipo de fermentacion empleada, las
especies tendrdn un comportamiento diferenciado en
relacion a la produccién de biomasa.

El empleo de la fermentacién liquida permitié obtener
mayor produccién de biomasa al emplear harina de
soya, asociado al mayor contenido de nitrégeno dentro
de las fuentes de nutrientes evaluadas, resultando en la
fuente mas promisoria para la produccién de biomasa.

El empleo de la fermentacién superficial no es una he-
rramienta idénea que permita la seleccién de una fuen-
te de nutrientes apropiada para el cultivo de Flammuli-
na velutipes, Grifola frondosa e Hypsizigus tessulatus, se
debe evaluar si se relaciona con una baja disponibilidad

de nutrientes u oxigeno en el medio, comparada con la
fermentacion liquida.
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