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ARTICULO DE INVESTIGACION

Produccion de biomasa y caracterizacion
quimica de Lentinula edodes cultivado
en biorreactor bajo diferentes condiciones

Biomass production and chemical
characterization of Lentinula edodes grown
in a bioreactor under different conditions

Diego N. Mancera-Martinez*, Carolina Chegwin Angarita™*, Juan Carlos Serrato Bermudez***
DOI: 10.15446/rev.colomb.biote.v25n1.96477

RESUMEN

La ingenieria bioquimica juega un papel importante en el desarrollo tecnolégico de los procesos de obtencion ya sea de cuerpos
fructiferos de setas con potencial medicinal para el consumo directo, o en la fabricacion de nutracéuticos y/o suplementos dieta-
rios. Esta investigacion implementé una metodologia en biorreactor para el cultivo del hongo macromiceto Lentinula edodes, cono-
cido cominmente como Shiitake, con el objetivo de evaluar el efecto que tienen la velocidad de agitacion y el flujo de aire en la
produccién de biomasa y de metabolitos de mediana y baja polaridad. Se determiné que el rendimiento y la productividad mas
altos de produccion de biomasa se logra a unas condiciones de 80 rpm y 0,50 vvm obteniendo 0,0260 g/g y 0,00433 g/L*h res-
pectivamente. Igualmente, en cuanto a la composicion de esta biomasa, se concluyé que se genera un maximo contenido de pro-
teina (33,4% del micelio liofilizado) a unas condiciones de 140 rpm y 0,75 vvm, los esteroles alcanzaron un porcentaje de 89,32%
del extracto en DCM a 80 rpm y 0,5 vvm. Los resultados del andlisis por GG-MS confirman la amplia variedad de compuestos que
se pueden obtener a partir de un cultivo en biorreactor del hongo Lentinula edodes.

Palabras clave: Macromiceto, esteroles, azdcares, proteina, biotecnologia.
ABSTRACT
Biochemical engineering plays an important role in the technological development of the processes for obtaining either mushroom fruit-

ing bodies with medicinal potential for direct consumption, or in the manufacture of nutraceuticals and/or dietary supplemens. This
research implemented a methodology in a bioreactor for the cultivation of the Lentinula edodes macromycete fungus, commonly
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known as Shiitake, with the aim of evaluating the effect of agitation speed and air flow on the production of biomass and metabolites of
median and low polarity. Thus, it was found that the highest yield and productivity of biomass production is achieved at condtions of 80
rpm and 0,50 vvm, obtaining 0,0260 g/g and 0,00433 g/L*h respectively. Likewise, in the study of the content of metabolites it was con-
cluded that for the protein 33,4% of the lyophilized mycelium was reached at conditions of 140 rpm and 0,75 vvm, the sterols reached
a percentage of 89,32% of the extract. in DCM at 80 rpm and 0,5 vvm. The results of the GGMS analysis confirm the wide variety of
compounds that can be obtained from a bioreactor culture of the Lentinula edodes fungus.

Key words: Macromycete, sterols, sugars, protein, biotechnology.
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INTRODUCCION

Los hongos macromicetos se destacan por la amplia
variedad de actividades biolégicas comprobadas atribui-
das a la presencia de proteinas y metabolitos como aci-
dos grasos, triterpenos, alcaloides, flavonoides, polisaca-
ridos, entre otros (Bhambri et al,, 2022). Estas cualida-
des, ademas de la comestibilidad que tienen algunos de
ellos y su alto valor nutricional, han despertado el interés
de la comunidad cientifica por desarrollar herramientas
que permitan aumentar la eficiencia de su cultivo, en
términos de produccion de biomasa y composicion (Das
etal.,, 2021; Okuda, 2022).

Entre estas herramientas se encuentra el cultivo biotec-
nolégico a través de fermentaciones en estado liquido
(FEL) el cual, a diferencia de otras metodologias como el
cultivo tradicional o la fermentacion en estado sdélido,
facilita la variacion de diferentes condiciones o factores
que impactan directamente el desarrollo del hongo
(Berovic et al., 2022). El cultivo en biorreactor permite
controlar variables como la temperatura, la cantidad de
in6culo y de fuente de nutrientes, la relacion C/N, el pH,
el tiempo de la fermentacion, la agitacion y la aireacion
(Petre y Petre, 2015). Estos dos ultimos son factores de-
terminantes para garantizar que la cantidad de oxigeno
disuelto necesaria esté efectivamente disponible, asi
como que exista un balance entre la transferencia de
oxigeno y el esfuerzo cortante en el medio. En caso de
que esto no ocurra, no se dara el crecimiento optimo de
las células fdngicas, causando una reduccién en la canti-
dad de biomasa producida y por ende en los metaboli-
tos que esta contenga (Bakratsas et al., 2021).

El objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto de
condiciones como la agitacion y la aireacién sobre la
generacion de biomasa y de metabolitos de mediana y
baja polaridad del hongo Lentinula edodes cultivado en
biorreactor. Los resultados de este trabajo, ademas de
contribuir al conocimiento quimico del macromiceto
objeto de estudio y de su produccion biotecnolégica,
permitieron determinar el potencial de la biomasa del

Lentinula edodes para su posible uso en diferentes areas
de la industria alimenticia y/o de nutracéuticos.

MATERIALES Y METODOS

Material Fangico

Se utilizé una cepa foranea (EE. UU.) de Lentinula edo-
des de tipo comercial, donada al Laboratorio de Quimi-
ca de Hongos Macromicetos de la Universidad Nacional
de Colombia. Para su activacion, se cultivé en agar Papa
Dextrosa (PDA), a una temperatura de 25 £ 1°C, en una
incubadora WISD modelo WIG-155, en total oscuridad
durante un periodo de 10 a 15 dias (Suarez, 2012).

Posterior a la activacion desde la cepa madre, se realiza-
ron diferentes repliques en cajas de Petri, utilizando
PDA como medio de cultivo y manteniendo las condi-
ciones anteriormente descritas para su incubacion.

Obtencion del preinéculo

El cultivo por fermentacion en estado liquido se llevo a
cabo en Erlenmeyer de 250 mlL, utilizando como volu-
men de trabajo 100 mL con el medio GPY (Glucosa 20
g/L, peptona 2.5 g/l y extracto de levadura 2.5 g/L). Se
ajusto el pH inicial a 5,0 y se inoculé con 15 discos de
0,5 a 1,0 cm de diametro colonizados por micelio pro-
venientes del proceso de activacién de la cepa. Poste-
riormente los Erlenmeyer fueron llevados a un agitador
orbital marca VWR modelo Incubating mini shaker, por
un periodo de 15 dias a una temperatura de 25 + 1°C y
180 rpm, segun las condiciones de cultivo preestableci-
das (Chegwin-Angarita y Nieto-Ramirez, 2014).

Obtencion del inoculo

Para producir los in6culos para la fermentacién en esta-
do liquido en biorreactor se preparé medio GPY, el cual
se inoculé con 1,5 g del micelio fresco obtenido en el
paso anterior por cada 100 mL de medio liquido, para
su posterior incubacién en el agitador orbital, a una tem-
peratura de 25 £ 1°C y 180 rpm durante 5 dias. Se em-
plearon cuatro Erlenmeyer con micelio desarrollado para
la inoculacion del biorreactor y los tres restantes se co-
secharon, filtraron y se almacené la biomasa para su
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posterior liofilizacion, con el objetivo de determinar el
peso seco inicial usado para cada experimento.

Cultivo en biorreactor

Se empled un biorreactor Applikon Biotechnology, equi-
pado con un agitador Rushton, medidor y controlador
de temperatura y una capacidad de 3 L, usando como
volumen de trabajo 2,5 L. Para cada una de las diferen-
tes condiciones evaluadas, el equipo se esterilizé vacio
durante una hora y el medio GPY, fue esterilizado por
30 minutos en un autoclave eléctrico, adicionando pos-
teriormente 2,1 L de medio fresco y 400 mL de in6culo
obtenido segun la descripcion del punto anterior y en
las cantidades mencionadas en la tabla 1 para cada con-
dicion de cultivo. Este procedimiento se realizé en una
cabina de flujo laminar ESCO modelo LHS-5CG-F9, para
asegurar las condiciones de asepsia.

De acuerdo a los resultados obtenidos de la cinética de
crecimiento por (Vega-Oliveros, 2019) con la misma
cepa y bajo las mismas condiciones de cultivo, el proce-
so de cultivo se mantuvo durante 5 dias.

Determinacion de la produccion de biomasa

El producto de la fermentacién en estado liquido bajo
cada una de las condiciones analizadas, se filtr6, la bio-
masa se lavo y se almacené a -4°C durante un dia, luego
a -80°C para ser liofilizada en un equipo LABCONCO
FreeZone 2,5 a 0,12 mBar y -50°C, pesada y conservada
hasta su posterior andlisis.

Los calculos de rendimiento y productividad del proceso
se obtuvieron de acuerdo al trabajo de Kirsch et al.,
(2016). El rendimiento fue expresado en gramos de bio-
masa micelial producida por gramos de sustrato inicial-
mente presente en el medio de cultivo (g g7'), segin la
ecuacion 1 donde X;y X; corresponden a la concentra-
ciones final e inicial de biomasa y S; a la concentracion
de azdcar inicial. La productividad de biomasa fue ex-
presada en gramos de biomasa micelial por el tiempo (g
L™ h™), siendo t el tiempo del cultivo (ecuacion 2).

Disefio Experimental

Los experimentos llevados a cabo en el biorreactor siguie-
ron un disefio factorial con dos factores (flujo de aire y
velocidad de agitacion) en dos niveles para cada uno, con
el objetivo de determinar las condiciones mas adecuadas

tanto para el crecimiento del hongo como para favorecer
la biosintesis de metabolitos de interés. Después de eva-
luar diferentes fuentes bibliograficas (Agudelo-Escobar et
al., 2017; Domingos et al., 2017; Enman et al., 2008; Oz-
demir et al., 2017), se ajustaron los rangos de las variables
de estudio de la siguiente manera: flujo de aire entre 0.5
vvm a 1.0 vwm y velocidad de agitacion entre 80 rpm vy
200 rpm, con lo cual se definieron seis experimentos ela-
borando un disefio central compuesto, tal como se puede
apreciar en la tabla 1.

Analisis de la composicion de las biomasas

Proceso de extraccion

Las biomasas liofilizadas y maceradas con nitrégeno se
extrajeron usando diclorometano y ultrasonido en un
bano marca Elma modelo E 30H, por 30 minutos a tem-
peratura ambiente. Las biomasas remanentes posterior-
mente se extrajeron con etanol (96% de pureza) y ultra-
sonido durante 30 minutos y una temperatura de 40°C.
Las biomasas finales se extrajeron con agua en ebulli-
cién (95°C), posterior precipitacion de los polisacaridos
con etanol frio y centrifugacion con refrigeracion (8°C) a
10000 rpm por 10 min (Koutinas et al., 2003).

Perfiles de los extractos en diclorometano por CG-EM

Los extractos en diclorometano de las biomasas obteni-
das bajo cada condicion de operacion del biorreactor,
se analizaron en un cromatégrafo Hewlett Packard mo-
delo HP 6890 con una columna marca Zebron ZB1,
usando como gas de arrastre helio a un flujo de 1,1 mL/
min, con inyeccion en modo Split relaciéon 10:1. La tem-
peratura de inyeccion fue de 300 °C, programando una
rampa de calentamiento que inicié en 60 °C mantenien-
do esta temperatura durante 1 minuto, para luego calen-
tar a una velocidad de 7,4 °C/min hasta lograr una tem-
peratura de 310 °C durante 10 minutos. La temperatura
de la interfase fue de 250 °C y la del cuadrupolo de 150
°C. Este cromatégrafo esta acoplado a un espectrémetro
de masas 5973 con una fuente de ionizacion de 70 eV.
El andlisis de los espectros de masas se realizé usando
tanto las librerias del grupo de investigacion como las
del espectrometro, estas ultimas tomando los espectros
de masas que tuviesen un porcentaje de similitud supe-
rior al 90%. En cuanto a las areas relativas, los porcenta-
jes se calcularon con base en los resultados obtenidos
desde el cromatograma total de iones (TIC).

Determinacién del contenido de proteina

A las biomasas secas se les realizé un andlisis elemental
(Microanalizador Flash 2000) para determinar el porcen-
taje de N y posteriormente se calculé el contenido de
proteina con el factor de 4,38 empleado para hongos
(Smiderle et al., 2012).
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48



Tabla 1. Rendimiento y productividad de la biomasa de L. edodes cultivada bajo diferentes condiciones de aireacion

y agitacion.
* Es el promedio aritmético de dos réplicas.
Ensayo Agitacion Aireacion Cantidad de | Biomasa Rendimiento Productividad
(rpm) (VWM) inoculo (g/L)| final (g/L) (g biomasa/g gluco- | (g biomasa/L*h)
sa)

1 80 0,50 0,14 0,66 0,0260 0,00433
2 80 1,00 0,15 0,64 0,0245 0,00408
3 200 0,50 0,19 0,53 0,0170 0,00283
4 200 1,00 0,18 0,60 0,0210 0,00350
5 140* 0,75 0,09 0,57 0,0240 0,00400

Determinacién del contenido de esteroles totales

Se empleé el método colorimétrico de Lieberman- Bur-
chard (Mubbasher Sabir et al, 2003), a partir de una
curva de calibracion con estigmasterol (Sigma®). Las
lecturas de las soluciones de los extractos en diclorome-
tano se realizaron espectrofotométricamente a una lon-
gitud de onda de 640 nm en un espectrofotometro Ther-
mo scientific Evolution 201.

Determinacién del contenido de aztcares totales

El contenido de azlcares totales se determiné emplean-
do el método colorimétrico de Dubois modificado (Avila
et al, 2012), utilizando una curva de calibracién con
glucosa a 490 nm.

Andlisis estadisticos

Los datos experimentales fueron normalizados para la
realizacion de multiples regresiones lineales, con el obje-
tivo de medir el impacto de las variables estudiadas so-
bre la produccion de biomasa, porcentaje de esteroles y
azlcares. Esto fue posible mediante un andlisis de va-
rianza de cada uno de los modelos estudiados, con un
valor de significancia estadistica p < 0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Como se menciond anteriormente, la agitacion y la ai-
reacion se encuentran entre los factores de mayor rele-
vancia al momento de disefar un proceso de cultivo en
biorreactor de un macromiceto (Bakratsas et al., 2021).
Con el objetivo de determinar el efecto sobre la produc-
cion de biomasa y el perfil quimico de hongo L. edodes
cultivado, para cada una de las combinaciones de condi-
ciones ensayadas, se cuantificé la biomasa, se analizé el
perfil cromatografico de los extractos en diclorometano
por CG-EM, se cuantificé el contenido de proteina por
analisis elemental, y el de esteroles y azdcares por un
método espectrofotométrico.

Efecto de la agitacion y la aireacion sobre la produc-
cion de biomasa

Del andlisis de la tabla 1 se puede concluir que el hongo
L. edodes tiene su maxima produccion de biomasa tanto
en términos de productividad (0,00433 g biomasa/L*h)
como de eficiencia de la conversion de biomasa (0,0260
g biomasa/g glucosa) a una agitacién de 80 rpm y un
flujo de aire de 0,50 vwm (ensayo 1). Se observa clara-
mente que el aumento en la velocidad de agitacion
(ensayos 1y 3, 2 y 4), genera un efecto negativo sobre el
rendimiento y la productividad. Esto debido posiblemente
a una ruptura de las hifas causada por el agitador tipo
Rushton, teniendo en cuenta que las células de los hon-
gos son generalmente sensibles al esfuerzo cortante. Una
manera de confirmar si este fenémeno esta ocurriendo,
es con la medicion de la viscosidad del fluido, puesto que
un incremento en la produccién de hifas se relaciona con
un medio de cultivo més viscoso. De igual forma, una
disminucion en la longitud de las hifas tendra como con-
secuencia una reduccién de la viscosidad. En el caso de la
formacion de pellets, la agitacion también tiene un efecto
directo: estudios muestran una aparente relacién entre la
intensidad de la agitacion y el tamafio del pellet, pues con
el incremento en la velocidad de agitacion se obtienen
pellets mas pequefos y compactos (Gibbs et al., 2000).

Efecto de la aireacion y agitacion sobre la composicion
de las biomasas

Contenido de proteina

Los hongos macromicetos se caracterizan por tener no
solo un alto contenido proteico, por lo que se destacan
como una excelente fuente alimenticia para personas
vegetarianas o veganas, sino que adicionalmente dichas
proteinas se han destacado por poseer importantes acti-
vidades biolégicas (Xu et al.,, 2011). En el presente estu-
dio se determind que el contenido de proteina del mice-
lio de L. edodes cultivado en biorreactor no varia signifi-
cativamente al cambiar la agitacion y la aireacion, te-
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niendo un maximo de produccién a 140 rpm y 0,75
vvm con un porcentaje del 33.41% (Figura 1).

Los resultados obtenidos del porcentaje de proteina de
la biomasa cultivada en biorreactor son superiores a los
valores obtenidos por cultivo en Erlenmeyer, como se
reporta en el trabajo publicado por Vega-Oliveros et al.
(2019), donde de acuerdo a la cinética de crecimiento
evaluada, a los 6 dias se obtuvo un contenido de protei-
na de 8% aproximadamente y a 10 dias de 8,1%, de-
mostrando de esta manera que el uso de tecnologias
como los biorreactores aumentan el valor nutricional de
este organismo, ademas del aporte medicinal sustentado
en los reportes de las actividades biolégicas de las pro-
teinas aisladas de hongos (Xu et al., 2011).

Por otro lado, la mayoria de estudios reportan el conte-
nido proteico en los sombreros y estipites de los cuer-
pos fructiferos de Lentinula edodes. Li y colaboradores
(2018) determinaron en el sombrero un contenido de
proteina de 28,4% y en el estipite de 18,9%, Caglarir-
mak, (2007) menciona un rango entre 20,7% y 29,4%, y
Lopez y colaboradores (2013) valores de 22,7% vy
23,4%, para las fructificaciones cultivadas con dos trata-
mientos diferentes. De esta manera, la estrategia de cul-
tivar Shiitake en un biorreactor produce contenidos de
proteina ligeramente mayores a los que se logran en el
cultivo tradicional, en menor tiempo y bajo condiciones
controladas de una manera mas eficiente.

Determinacién de Esteroles

Los esteroles hacen parte de los metabolitos secunda-
rios mas ampliamente distribuidos en el reino fungi, res-
ponsables de diferentes actividades biolégicas reporta-

das para estos organismos (Kour et al., 2022). El estudio
del efecto de la aireacién y la agitacion sobre la produc-
cion de este grupo de metabolitos, permitié determinar
que con una agitaciéon de 80 rpm y una aireacion de 0.5
vvm, se alcanza una concentracion de esteroles del
89.32%, y a su vez un alto nivel de aireacion y de agita-
cion resultan en un decrecimiento en la produccion de
los metabolitos, particularmente, el aumento en la agita-
cién genera disminuciones cercanas a un 20%. De igual
forma, el aumento en el flujo de aire reduce aproxima-
damente en un 10%, con respecto al maximo, la capaci-
dad del hongo de producir esteroles (Figura 2).

No es posible hacer una comparacién directa de estos
resultados con estudios previos, debido a que no hay
reportes de investigaciones similares. No obstante, resul-
tados como el reportado por Jasinghe y Perera (2005),
quienes calcularon el porcentaje de ergosterol en dife-
rentes partes del hongo Shiitake, con valores en las lami-
nas del sombrero del 10,6%; en la capa externa del som-
brero un 5,34% vy en el tallo de la seta un 2,97%, permi-
ten establecer que el procedimiento de cultivar micelio
del L. edodes en biorreactor es mas eficiente que el culti-
vo tradicional.

Determinaciéon de polisacaridos

Los hongos son considerados por la medicina moderna
una fuente ilimitada y poco explorada de polisacaridos
con un alto potencial terapéutico debido entre otras a
sus propiedades antitumorales e inmunoestimulantes
(Wasser S. 2002; Maity P. et al,, 2021). Por esta razdn,
evaluar el efecto de variables del proceso como en el
caso de la presente investigacion, sobre la produccion
de este grupo de metabolitos, genera un aporte valioso
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Tabla 2. Resultados del andlisis de varianza, para cada uno de los modelos evaluados.

Modelo

Y = Biomasa

Y = %Esteroles

¥ =0 +5.C,

R? ajustado: 0,2805
Valor F: 2,9490

Valor P: 0,1611

R? ajustado: 0,2864
Valor F: 2,6059

Valor P: 0,2049

Y =8 +5Cy + B Cay,

R? ajustado: 0,1239
Valor F: 1,3539

Valor P: 0,3810

R? ajustado: 0,5543
Valor F: 4,1089

Valor P: 0,1383

¥ =By + 51 Ca, + Ba Car, + B2 Car,

R? ajustado: 0,0673
Valor F: 1,1202

Valor P: 0,5036

R? ajustado: 0,3332
Valor F: 1,8328

Valor P: 0,3721

Y =By +51Cy + B Car +BaCaCar, + 5 ':',-1:,

R? ajustado: -0,1653
Valor F: 0,8227

Valor P: 0,6679

R? ajustado: -0,1895

Valor F: 0,8001

Valor P: 0,6736

Y =B +51C, +B:Car, +BaCaCar, + 5 C.-l:r,

R? ajustado: -0,1653
Valor F: 0,8227

Valor P: 0,6679

R? ajustado: -0,1895

Valor F: 0,8001

Valor P: 0,6736

Ca = Componente de agitacion, Ca; = Componente de aireacion

al conocimiento de la biotecnologia y la bioprospeccién
fungica. En la figura 3 se puede apreciar el efecto de
variar la agitacion y la aireacion sobre los azucares tota-
les presentes en las biomasas del L. edodes. Del andlisis
de los resultados se puede concluir que, a diferencia de
la produccién de esteroles, la aireacién es un factor que
se debe tener en cuenta si se quiere producir una mayor
cantidad de polisacaridos. Con cualquier nivel de agita-
cién, al tener un mayor flujo de aire se logra obtener
una mayor cantidad de polisacaridos, un 15% mas al
variar la aireacion de 1,0 a 0,5 vwm. Se han reportado
porcentajes de azlcares totales para L. edodes del
14,2%; 38,3% en polvo; 111,6% en el sombrero y
125,0% en el estipite.

Generalmente, el contenido total de azdcares en los
hongos varia ampliamente entre el 5 y el 25% del peso
seco (Kala¢, 2016). Para el biorreactor de estudio, una
Optima produccion de azicares se encontraria en los 80
rpm de agitaciéon y 1,0 vvm de aireacion. Los datos obte-
nidos se encuentran entre los rangos reportados en lite-
ratura, en este sentido se puede afirmar que el biorreac-
tor no promueve una mayor generaciéon de polisacari-
dos comparado con el cultivo en estado sélido o sumer-
gido. No se encuentra en la literatura un anélisis del con-

tenido de polisacaridos totales del micelio del hongo
cultivado en biorreactor, los evaluados se centran en la
determinacion de exopolisacaridos, por lo que esta in-
vestigacion da a conocer nuevos datos de referencia
para futuros trabajos en la determinacion de polisacari-
dos con bioactividad producidos en un biorreactor.

Con los resultados obtenidos en términos de cantidad
de biomasa y de composicién se procedié a realizar los
andlisis estadisticos para determinar la correlacién de las
condiciones estudiadas con las respuestas.

Analisis estadistico del diseno central compuesto
Como se describié en la metodologia, se realizé un ana-
lisis (ANOVA) generando un modelo de regresion con
una significancia estadistica del 95%. En la tabla 2 se
resumen cada uno de los modelos probados, con su
respectivo andlisis de varianza mostrando los valores F y
P para la toma de decisién (relacion con significancia
estadistica entre las variables, valor p<0,05). Para cada
variable de respuesta, biomasa y porcentaje de estero-
les, no hay un efecto significativo de la aireacién o la
agitacion, ni una combinacién de primer orden, ni una
de segundo orden representan el modelo trabajado.
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Figura 3. Porcentaje de azicares totales en cada uno de los tratamientos realizados en las
fermentaciones. (*Promedio aritmético de dos réplicas).

Si se escogiera el mejor de cada caso, para la produccion
de biomasa podria ajustarse una linea recta, la cual expli-
caria tan solo el 28,05% de la variabilidad de los datos, de
acuerdo al valor de R? ajustado, el cual es mds apropiado
para comparar modelos con diferentes nimeros de varia-
bles independientes (Agudelo-Escobar et al., 2017). En el
caso del porcentaje de esteroles podria emplearse una
ecuacion lineal con efecto de ambos parametros explican-
do el 55,43% de la variabilidad en la respuesta.

No se generan modelos estadisticamente confiables
para un posterior proceso de optimizacion. Una posible
razén por la cual no fue posible detectar un efecto con-

siderable de las variables pudo ser debido a que los ran-
gos de agitacion y aireacién escogidos eran demasiado
grandes como para obtener diferencias significativas en
cada una de las fermentaciones. Como se discutié ante-
riormente, niveles altos de agitacion provocan una dis-
minucion en el rendimiento en cuanto a produccién de
biomasa y metabolitos. Asi, se consideraria la posibilidad
de disefar experimentos para los rangos menores y asi
confirmar esta hipdtesis. Aunque los resultados obteni-
dos muestran que existe un punto de maxima produc-
cién de biomasa, no hay una confiabilidad estadistica
para generar modelos que permitan predecir y/o repre-
sentar el comportamiento de la fermentacion realizada.
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Tabla 3. Compuestos determinados bajo cada una de las condiciones evaluadas en los extractos en DCM de las biomasas de Lentinula

edodes cultivadas en el biorreactor.

AREA RELATIVA
COMPUESTO
80 rpm | 80 rpm 140 rpm - 0,75 wWm | 200 rpm | 200 rpm
0,5 vwm 1,0 vwm Réplica 1 | Réplica 2 0,5 vvm 1,0 vwm

ACIDOS GRASOS

Acido 99ta_1dec_a—9,1 ?-dienoico e s —_— ) ”

(Acido linoleico)

ESTERES
9,1 2.- Octadecadignogto dg bgtilo s - - e ———
(Butil ester del 4cido linoleico)
9,12-Octadecadienoato de etilo (Etil i = s ) 4
éster del 4cido linoleico)
Hexadecanoato de etilo (Etil éster del i 3 A ) )
acido hexadecanoico)
HIDROCARBUROS
Eicosano - & = +++ _
Heptadecano - - - ++ X
TRITERPENOIDES
BIBQsL,(, 22 11en3-0] +HHt - R e ettt ettt
(Ergosterol)
Estigmasta-5,7,22-trien-3-ol T+t +H+t it t+t it
Ergosta-7,22-dien-3,5,6-triol - + - . .

Cantidades relativas calculadas a partir del drea del pico (%) + < 1%, 1% < ++ < 5% , 5% < ++1+ < 10%,

++++ < 20%, 50% < +++++, - = No detectado

Finalmente, el estudio de los perfiles obtenidos por cro-
matografia de gases acoplado a espectrometria de ma-
sas permitié evaluar el efecto de las variaciones en los
factores sobre la variedad de metabolitos de mediana
polaridad presentes en las biomasas.

Analisis de los perfiles de los extractos por CG-EM
Los andlisis de los cromatogramas y espectros de masas
de los extractos obtenidos del micelio en diclorometano

para cada una de las condiciones evaluadas, permitieron
determinar los compuestos presentes y su porcentaje de
area relativa.

A partir del andlisis de la tabla 3, se puede evidenciar
que los esteroles conforman la mayor parte de los meta-
bolitos presentes en los extractos analizados, representa-
dos en su mayoria por el ergosterol, corroborando los
resultados obtenidos de la determinacién espectrofoto-
métrica discutida anteriormente y reforzando el poten-
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cial que tienen los procesos biotecnolégicos en bio-
rreactor para el cultivo de una biomasa flngica con un
alto potencial en bioprospeccion, debido a la variedad
de actividades biolégicas atribuidas a este grupo de
compuestos (Cheung, 2010; Prajapati et al., 2021).

El segundo grupo de constituyentes mayoritario es el
acido linoleico y sus ésteres. Los acidos grasos juegan
un rol importante en el metabolismo del hongo, encon-
trandose en forma de acidos libres y ésteres, particular-
mente del glicerol, funcionan como metabolitos almace-
nadores de energia mientras que los fosfolipidos son
constituyentes de la membrana celular del hongo
(Cheung, 2009). Se han identificado mas de 40 acidos
grasos en varias especies de hongos, los cuales son en
su mayoria alifaticos y monocarboxilicos, ademads, los
acidos insaturados presentes son de configuracién cis
(Cheung, 2010). Otros estudios como el de Mohammad
Rahman y colaboradores reportan la presencia de &ci-
dos grasos en cuerpos fructiferos de Lentinula edodes
como el acido oleico y linoleico, resaltando que este
dltimo tiene propiedades antiarterioscleréticas al dismi-
nuir los niveles de lipoproteinas de baja densidad (LDL)
en la sangre (Rahman et al., 2018). P. Miles reporta dife-
rentes porcentajes de composicion de acidos grasos
totales en cuerpos fructiferos de diferentes cepas de
Shiitake, encontrando niveles de 4acido linoleico entre
53,62% y 76,25%, y composiciones elevadas de 4cido
miristico del 11,31% al 20,94% (Miles & Chang, 2004),
concluyendo de esta manera que el cultivo en biorreac-
tor de este hongo macromiceto también es una fuente
importante de dcidos grasos insaturados, los cuales son
esenciales en la dieta, ademas, el acido linoleico contri-
buye enormemente al sabor de los hongos debido a su
rol como precursor del 1-octen-3-ol, el cual es el princi-
pal compuesto aromatico conocido como alcohol fangi-
co (Cheung, 2010), lo que da la apertura a diferentes
aplicaciones culinarias del micelio seco como alimento,
especia y/o potenciador de sabor.

CONCLUSIONES

El cultivo en biorreactor es una metodologia que permi-
te obtener biomasa de L. edodes, aumentando la eficien-
cia y eficacia del proceso. Debido a las pocas investiga-
ciones llevadas a cabo con hongos macromicetos culti-
vados en biorreactor, este estudio amplio la informacién
disponible.

Se evidencia que el cultivo de micelio en biorreactor
aumenta la produccién frente a los cultivos elaborados a
nivel laboratorio en Erlenmeyer, llegando a un 6ptimo
de produccién de biomasa de 0,66 g/L a las condiciones
de 80 rpm y 0,5 vvm. La produccion de esteroles es ma-

xima a las mismas condiciones, llegando a un porcentaje
en el extracto de 89,32%. Lo contrario ocurre para la
biosintesis de polisacaridos, un aumento en el nivel de
aireacion promueve su produccion. El mayor porcentaje
de azlcares totales se encuentra a 80 rpm y 1,0 vvm,
obteniendo un 35,58%. Finalmente, para la proteina
total se evidencia nuevamente las mejores condiciones
para una buena produccién proteica son 80 rpm y 0,5
vvm, con un porcentaje de proteina total del 27,66%.
Las biomasas cultivadas se caracterizan por tener un alto
contenido de esteroles y de igual forma, se aprecia la
formacién de acidos orgéanicos como el acido linoleico,
y sus ésteres.

Finalmente, es importante resaltar la novedad de la pre-
sente investigacion debido a la escasez de informacion y
de reportes que puedan dar un mejor entendimiento a
los procesos que se llevan a cabo al cultivar el L. edodes
en biorreactor, con el fin de escalar la produccién a ni-
veles incluso industriales.
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