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Resumen

Amauroderma omphalodes es un basidiomiceto que pertenece a la familia Ganodermataceae
para el cual no se ha encontrado reportes de literatura de produccion de biomasa o metabolitos
en cultivo sumergido. En este trabajo se evalud la influencia de la tasa de aireacion y la
intensidad de la agitacion en un biorreactor de tanque agitado sobre la produccion de biomasa
y exopolisacaridos (EPS) de A. omphalodes. La mayor concentracion de biomasa y EPS se
obtuvo a 100 rpm y 2 vvm (13.03 £ 0.19 g/l) y 2 200 rpm y 1.5 vvm (325.96 + 36.41 mg/l),
respectivamente. Adicionalmente, el peso molecular promedio de los EPS fue de 6.91 £ 0.31
kDa con una fuerte actividad antioxidante contra los radicales libres 2,2-difenil-1-picril
hidrazilo (DPPH) y 2,2-acido azinobis-3-etil-benzotiazolin-6 sulfénico (ABTS), no
exhibiendo actividad antitumoral contra las lineas celulares Hep-G2 y MDA-MB-231. En
conclusion, A. omphalodes podria tener potencial para la produccion de EPS con actividad
antioxidante con aplicacion en la industria cosmética, alimenticia o farmacéutica.

Palabras clave: Amauroderma omphalodes, Actividad antioxidante, DPPH, ABTS,
Polisacaridos.

Abstract

Amauroderma omphalodes is a basidiomycete belonging to the Ganodermataceae family
which has not found reports in the literature of biomass production or metabolites in
submerged culture. In this work, the influence of the aeration rate and the intensity of
agitation in a stirred tank bioreactor on the biomass and exopolysaccharides (EPS) production
of A. omphalodes was evaluated. The highest concentration of biomass and EPS was obtained
at 100 rpm and 2 vvm (13.03 £ 0.19 g/I) and at 200 rpm and 1.5 vvm (325.96 + 36.41 mg/l),
respectively. Additionally, the average molecular weight of the EPS was 6.91 + 0.31 kDa
with strong antioxidant activity against the free radicals DPPH and ABTS, did not exhibit
antitumor activity against the Hep-G2 and MDA-MB-231 cell lines. In conclusion, A.
omphalodes could have potential to production of polysaccharides with a great radical
scavenging activity with application in the cosmetic, food or pharmaceutical industry.

Key words: Amauroderma omphalodes, Antioxidant activity, DPPH, ABTS,
Polysaccharides.



1. Introduccién

Los hongos son organismos que se distribuyen en casi todos los ecosistemas con la funcién
de degradar materia organica, como los residuos de lignocelulosa, haciendo parte importante
en el reciclaje de nutrientes (Hyde et al., 2019; Osinska-Jaroszuk et al., 2015). Durante miles
de afios han sido empleados por su valor nutricional y propiedades medicinales y se estima
gue existen entre 150000 especies de hongos en la tierra, de los cuales solo se conoce el 10%
(Wasser, 2011; Zhong & Tang, 2004). Muchos de estos hongos pertenecen a la division de
los Basidiomicetos, un grupo altamente diverso en su taxonomia, ecologia y fisiologia, que
constituye una gran fuente de productos naturales de los cuales, como sugieren estudios, en
aproximadamente 650 especies de este grupo se derivan importantes propiedades
terapéuticas tales como: antitumoral, inmunoestimulante, inmunomodulatoria,
antiinflamatoria, hipoglucémica, cardiovascular, antibacterial, antiviral, antiparasitaria y
hepatoprotectiva (Fazenda et al., 2010; Tang & Zhong, 2002a; Wei et al., 2016; Yang et al.,
2009). También se ha identificado que los compuestos responsables de estas actividades son
proteinas, polisacaridos, compuestos fendlicos, terpenos, esteroides, alcaloides y acidos
grasos, los cuales se encuentran en el cuerpo fructifero y micelio (Elisashvili, 2012; Fang &
Zhong, 2002; Ruthes et al., 2016; Sun et al., 2010; Wang et al., 2017)

Entre estos compuestos, los polisacaridos son unas de las principales moléculas con
actividades bioldgicas, las cuales dependen de su estructura y composicion (Ai-lati et al.,
2017). Reconocidos como biopolimeros estan formados por subunidades de monosacéridos
que se clasifican en homopolisacéridos y heteropolisacaridos, de acuerdo con la composicion
y secuencia de sus monomeros, asi como por su configuracion y el tipo de enlaces
glucosidicos que presentan. Entre sus funciones biologicas se encuentran: la inmovilizacién
de enzimas, el almacenamiento de nutrientes, la estructuracion de la pared celular, la
prevencion de la deshidratacion, la degradacion de la lignina y la sefializacion celular
(Elisashvili, 2012; Jaros et al., 2018; Osinska-Jaroszuk et al., 2015; Ruthes et al., 2016; Wang
etal., 2017). Adicionalmente, ha aumentado el interés en productos naturales como es el caso
de los exopolisacaridos (EPS) de Lentinus edodes, Schizophyllum commune y Coriolus
versicolor con actividades bioldgicas tales como antitumoral, inmunoestimulante,
antioxidante e hipoglicémico (Jaros et al., 2018; Kim, Kim, et al., 2006; Park et al., 2001;
Sun et al., 2010).

Del mismo modo, Ganoderma lucidum es un basidiomiceto que pertenece al orden
poliporales y la familia Ganodermataceae conocido por sus propiedades medicinales y
nutricionales, empleado para el tratamiento y prevencion de varias enfermedades humanas
en la practica de la Medicina Tradicional China, ya que tiene la capacidad de producir mas
de 400 compuestos bioldgicamente activos, incluyendo proteinas, terpenos y polisacaridos.
Los polisacaridos 1,3-B-glucanos y 1,6-p-glucanos se encuentran en mayor proporcion y
tienen actividades antioxidantes, inmunoestimulantes, antiinflamatorias y antitumorales
(Elisashvili, 2012; Fazenda et al., 2010; Tang & Zhong, 2002b; Wei et al., 2016). La ruta de
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sintesis de estos polisacaridos parte de la glucosa-6-fosfato que es catalizada por la enzima
fosfoglucomutasa en glucosa-1-fosfato, luego la UDP-glucosa pirofosforilasa cataliza la
reaccion entre UTP y la glucosa-1-fosfato para generar UDP-D-glucosa que serd empleada
como sustrato en la produccion de B-glucanos mediada por la 1,3-p-glucano sintasa (Tang &
Zhong, 2002a; Wang et al., 2017; Wei et al., 2016).

Actualmente, el 85% de los productos derivados de hongos provienen del cultivo solido del
cuerpo fructifero, el 10% de extractos de micelio y filtrado de cultivo sumergido (Elisashvili,
2012). El cultivo sumergido ha recibido gran atencién y se considera un medio prometedor
para la produccion eficiente de micelio y polisacaridos, pues tarda entre 2 a 3 semanas en
comparacion a los 4 a 6 meses que demora el cultivo sélido. Ademas, permite controlar mejor
las condiciones de cultivo que influyen en la calidad del producto, laacumulacion de biomasa
y la disminucion de las probabilidades de contaminacion. (Elisashvili, 2012; Fang & Zhong,
2002; Park et al., 2001).

El biorreactor de tanque agitado constituye la herramienta tecnolégica para el desarrollo del
cultivo sumergido y las principales variables de operacion que afectan el desempefio de la
produccion de biomasa y polisacaridos son el pH, el medio de cultivo, la agitacién y la
aireacion (Fazenda et al., 2010; Tang & Zhong, 2002b, 2003a; Yang et al., 2009). En cuanto
a la agitacion, este es un parametro importante en la operacion de biorreactores porque afecta
el correcto mezclado de los componentes en el medio de cultivo y la transferencia de masa
del sustrato, productos y oxigeno. La aireacion hace referencia al suministro de oxigeno que
se requiere para el metabolismo de los microorganismos aerobios, el cual constituye un
sustrato favorecedor del crecimiento celular y la sintesis de productos (Park et al., 2002).
También, el ambiente de cultivo y el estrés hidrodinamico, influyen sobre la morfologia del
hongo que puede reconocerse por la formacion de agregados denominados pellets, micelios
dispersos, 0 ambas, y de esta forma afectar el crecimiento celular y la produccién de EPS
(Fang & Zhong, 2002; Kim, Park, et al., 2006; Tang et al., 2009). En consecuencia, los
parametros de operacién agitacion y aireacion que favorecen el crecimiento celular y la
produccion de metabolitos se encuentran en un balance entre el suministro de oxigeno,
relacionado con el coeficiente volumétrico de transferencia de masa (K.a), y el esfuerzo
cortante que a niveles altos podria generar dafios en las estructuras celulares (Kim, Kim, et
al., 2006; Park et al., 2002).

En contexto, a nivel de laboratorio se ha estudiado G. lucidum en biorreactores de 1-20 | a
velocidades de agitacion y tasas de aireacion de 100 a 400 rpm y de 0.063 a 2 vvm,
respectivamente. Bajo estas condiciones de operacion en cultivo batch se han obtenido
valores de K a de 10 a 120 h', concentraciones de biomasa de 5 a 20 g/l y EPS de 0.3 a 4.5
g/l en fermentaciones de 3 a 20 dias.

Amauroderma omphalodes es un basidiomiceto perteneciente a la clase Agaricomycetes,
orden poliporales y familia Ganodermataceae, al pertenecer a esta familia cabe esperar que
pudiera producir metabolitos con actividades bioldgicas similares a G. lucidum. Sin embargo
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y de acuerdo con la literatura cientifica en este basidiomiceto no ha sido reportada la
produccion de biomasa o metabolitos en cultivo sumergido. Por consiguiente, el propdsito
de este trabajo ha sido la valoracién en el biorreactor de tanque agitado de los efectos de la
agitacion y aireacion sobre la produccion de biomasa y EPS de A. omphalodes y su actividad
bioldgica, especificamente antioxidante y antitumoral.

2. Metodologia

2.1.Cultivo celular

El cuerpo fructifero de A. omphalodes fue colectado en Sopetran (Antioquia, Colombia). El
hongo fue aislado y conservado en circunferencias de papel filtro (Whatman #2) de 0.5 cm
de diametro en agua desionizada estéril a 4 °C (Garcia-Garcia et al., 2014). La activacion se
llevo a cabo en medio PDA (OXOID, Basingstoke, Reino Unido) a 30 °C durante 7 dias.
Luego, se transfirieron 3 discos de micelio de 0.5 cm de didmetro en matraces Erlenmeyer
con bafles de 250 ml con un volumen de 50 ml a 150 rpm, 30°C y pH 5.5 durante 3 dias. El
medio de cultivo empleado en las etapas de indculo, cinética en matraz y biorreactor, contiene
(en g/l): glucosa (PanReac AppliChem, Darmstadt, Alemania), 35; peptona (Merck,
Darmstadt, Alemania), 5; extracto de levadura (OXOID, Basingstoke, Reino Unido), 2.5;
KH2PO; (CARLO ERBA Reagents, Milan, lItalia), 1; MgSQO4.7H>0 (Honeywell, Seelze,
Alemania), 0.5; y vitamina B1 (Fisher Scientific, Alberta, Canadd), 0.05 (Fang et al., 2002;
Fang & Zhong, 2002).

En la cinética de crecimiento a nivel de matraz se emplearon matraces Erlenmeyer
convencionales con 45 ml de medio de cultivo y 5 ml de indculo que fueron incubados a 120
rpm, 30 °C y pH 5.5 durante 12 dias, se sacrificaron los matraces por triplicado cada dia.

2.2. Condiciones de cultivo

Los cultivos en biorreactor de A. omphalodes se llevaron a cabo en un biorreactor de tanque
agitado de 3 | de volumen nominal con dos impulsores tipo Rushton y 4 bafles, y volumen
de trabajo de 2 I. Las condiciones de cultivos se evaluaron mediante un disefio factorial con
repeticiones al centro, las condiciones evaluadas fueron agitacion 100 y 300 rpm, aireacion
1y 2 vvm, centro a 200 rpm y 1.5 vvm, por duplicado. Se emple6 un in6culo del 10% en
volumen. El tiempo de cultivo fue de 12 dias a 30°C, tomando muestras de 10 ml cada dia.

2.3. Cuantificacion de biomasa



La separacidn de la biomasa y el sobrenadante libre de células (SLC) se llevo a cabo mediante
filtracion al vacio con papel filtro cualitativo Whatman #2. Los filtros con la biomasa retenida
fueron secados a 60°C hasta peso constante y para obtener el valor de la concentracion de
biomasa el peso seco obtenido fue divido por el volumen filtrado. El SLC fue almacenado a
-20 °C para analisis posteriores.

2.4. Determinacion del consumo de sustrato

Una muestra de 10 pl de SLC fue completada con 490 pl de agua desionizada equivalente a
una dilucion 1:50. Estos 500 ul fueron empleados para cuantificar el consumo de sustrato
usando método de determinacion de azlcares reductores siguiendo el protocolo del acido
dinitrosalicilico descrito por Miller (1959).

2.5. Determinacion de EPS

De acuerdo con lo reportado por Tang y Zhong (2003), para la cuantificacion de EPS se
mezclaron 300 pul de SLC y 4 volimenes de etanol al 96% a 4°C, se agitaron vigorosamente
y fueron dejados en precipitacion por 24 h a 4 °C. Despues, se centrifugaron las muestras a
14000 rpm por 10 min descartando el sobrenadante y el pellet se resuspendié en 1 ml de
NaOH 1 M y se incub6 a 60 °C por una hora. Posteriormente, se empled el método
modificado de fenol-acido sulfurico, con glucosa como estandar, para la determinacion de la
concentracion de EPS (Dubois et al., 1956).

2.6. Preparacion de EPS

Los SLC obtenidos de las fermentaciones a nivel de biorreactor fueron precipitados como se
describi6 anteriormente, lavados con etanol al 75% dos veces a 4500 rpm durante 10 min 'y,
posteriormente, se liofilizaron para analisis posteriores.

2.7. Ensayo de actividad antioxidante por DPPH

El efecto de los EPS sobre el radical libre 2,2-difenil-1-picril hidrazilo (DPPH) (Sigma
Aldrich, San Luis, Estados Unidos) fue estimado con el método modificado de S. R. Liu &
Zhang, (2018). Se preparé el DPPH en una mezcla de metanol y buffer acetato (0.1 M, pH
5.5), se ajustd a 0.300 + 0.005 a 517 nm en el espectrofotometro GENESYS 150 UV-Vis
(Termo Fisher Scientific, Waltham, MA; USA) (Sharma & Bhat, 2009). Se evaluaron
concentraciones finales entre 0-700 mg/l de EPS al mezclar 10 pl de una solucién madre de
cada muestra con 990 ul de DPPH, se agitdé vigorosamente, incubd durante 30 min a
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temperatura ambiente en oscuridad y se midié la absorbancia. Se empleé como blanco una
mezcla con 10 ul de cada muestra de EPS y 990 pl metanol con buffer acetato, como control
10 pl de agua desionizada y 990 ul de la solucién de DPPH y la calibracién se llevo a cabo
empleando Trolox (Sigma Aldrich, San Luis, Estados Unidos) como estandar (0-10 puM).

La capacidad antioxidante fue calculada mediante la ecuacién (1), donde AM corresponde a
la absorbancia de la muestra, ABM a la absorbancia del blanco de la muestra y ABR a la
absorbancia del blanco de referencia o control. La concentracién efectiva que inhibe el 50%
del radical libre (ECso) corresponde a la concentracion de EPS que inhibe el 50% del radical
libre DPPH.

(%) Inhibicién DPPH = [1- (*22)| *100 )

2.8. Ensayo de actividad antioxidante por ABTS

Para evaluar el efecto de los EPS sobre el radical libre 2,2-4cido azinobis-3-etil-
benzotiazolin-6 sulfonico (ABTS) (Sigma Aldrich, San Luis, Estados Unidos) se generd
ABTS* mediante la reaccion de la solucion stock de ABTS (1.94 mM) y persulfato de potasio
(0.18 mM) durante 12 a 16 horas en oscuridad. Luego, se ajustd la absorbancia con PBS (5
mM, pH 7.4) a 0.700 = 0.005 a 734 nm. La capacidad antioxidante de los EPS se evalu6 en
un rango de concentracion final de 0-700 mg/l al mezclar 10 pl de la solucién madre de cada
muestra con 990 pl de la solucion de ABTS*, se agit6 vigorosamente, incubd durante 6 min
a temperatura ambiente en oscuridad y se midieron las absorbancias. Se empled como blanco
10 ul de cada muestra 'y 990 ul de PBS, como control 10 pl de agua desionizada y 990 ul de
la solucion de ABTS* y la calibracion se llevo a cabo empleando Trolox como estandar (O-
18 uM).

La capacidad antioxidante fue calculada mediante la ecuacién (2), donde AM corresponde a
la absorbancia de la muestra, ABM a la absorbancia del blanco de la muestra y ABR a la
absorbancia del blanco de referencia o control. El indice ECso correspondiente a la
concentracion de EPS que inhibe el 50% del radical libre ABTS*.

(%) Inhibicién ABTS = |1- (52| *100 @)

2.9. Determinacion de peso molecular

El peso molecular de los EPS obtenidos de A. omphalodes se determind por cromatografia
de permeacion en gel usando dos columnas Ultrahydrogel en serie (UG 500 y 2000, Waters).
Las condiciones de analisis fueron: flujo de inyeccion 0.9 ml/min, temperatura de las
columnas 35°C, detector indice de refraccion (RID), fase mévil 0.1 N NaNOs; (PanReac



AppliChem, Darmstadt, Alemania), concentracion de la muestra 1.5 g/l y volumen de
inyeccion 50 pl (Pefia et al., 1997).

2.10. Ensayo de citotoxicidad

El analisis de citotoxicidad se determind usando dos lineas celulares humanas: linea celular
de cancer de higado Hep-G2 y linea celular de cancer de mama MDA-MB-231. Estas células
fueron mantenidas en medio DMEM suplementado con 10% de suero bovino fetal (SBF).
Los cultivos se incubaron a 37°C, 5% de CO2 y 90% de humedad relativa (HR), las células
confluentes se desprendieron con tripsina al 0.25% y EDTA al 0.05% por 5 min y fueron sub
cultivadas cada tres dias a una concentracion de 1x10* células/ml.

Se seleccionaron los EPS obtenidos de A. omphalodes bajo condiciones de cultivo de
agitacion y aireacion, de 100 rpm y 1 vvm, 100 rpm y 2 vvm y 200 rpm y 1.5 vwvm, y se
prepararon soluciones stock en PBS. De la solucion stock de cada una de las sustancias de
prueba, se prepararon 5 soluciones de trabajo de manera que en los tratamientos quedaron
suplementados al 10 % y las concentraciones finales fueron 2000 mg/I, 200 mg/l, 20 mg/I, 2
mg/l'y 0.2 mg/Il.

Para los experimentos de proliferacion celular la suspension celular de 100 pl a una
concentracion de 1x10* células/ml fueron sembradas en cajas de cultivo de 96 pozos, de
acuerdo con las condiciones de cultivo previamente descritas y se dejaron en cultivo durante
24 horas. Una vez cumplido este tiempo inicial, se hizo un cambio de medio de cultivo con
los diferentes tratamientos, el control negativo se realiz6 con PBS 10%, el control positivo
con metil metanosulfonato (MMS) a 200 mg/l y las diferentes concentraciones de la sustancia
de prueba descritas, por un periodo de 24 horas, una vez finalizado este periodo, se retiro el
medio con los tratamientos y se adiciond medio de cultivo fresco, suplementado con 100 pl
de MTT (5 mg/ml en PBS) al cultivo. Las células fueron incubadas en la oscuridad durante
3 horas. Posteriormente, se removié el medio de cultivo y se adicion6 100 ul de DMSO a
cada pozo para disolver los cristales morados de formazéan y se midi6 la absorbancia en un
lector de microplatos a 570 nm por triplicado.

2.11. Determinacion del K. a

La determinacion del Kia se realizo a las condiciones de agitacion (100-300 rpm) y aireacion
(1-2 vvm) a escala de biorreactor de tanque agitado por el método dindmico con medio de
cultivo sin células. Los valores de Kia se determinaron mediante la resolucion de la ecuacion
(3), donde Co> corresponde a la concentracion de oxigeno disuelto en el medio de cultivo con
respecto al tiempo y Coz+a la concentracion de saturacion de oxigeno en el medio de cultivo.

dCo»

ar Kpa* (Coze — Co2) (3)



3. Resultados y discusion

3.1. Cinética de crecimiento celular de A. omphalodes en matraces
Erlenmeyer

La caracterizacion cinética del crecimiento de Amauroderma omphalodes en cultivo
sumergido a nivel de matraz Erlenmeyer se presenta en la Figura 1. Bajo condiciones
estudiadas, el cultivo presenta una fase de latencia de 1 dia, mostrando una fase exponencial
que llega hasta el dia 9 y una fase estacionaria hasta el final del cultivo.

La maxima concentracién de biomasa, que corresponde al dia 9 del cultivo, la productividad
y conversion de glucosa en biomasa fueron de 14.09 + 0.16 g/I, 1.41 g/l d* y 0.41 g/g,
respectivamente (Tabla 1). Estos resultados son superiores a lo encontrado por Tang & Zhong
(2002b) para G. lucidum, con el mismo medio y condiciones de cultivo usado en este trabajo,
con una concentracion celular de 10.08 + 0.52 g/l en el dia 10 y una conversion de 0.33 g/g.
Ademas, el rendimiento de A. omphalodes fue superior a las cepas G. lucidum MTCC 1039,
G. lucidum BGF4Aly G. lucidum QRS 5120 cultivadas en medios o condiciones de cultivo
que fueron optimizados estadisticamente y obtuvieron concentraciones de biomasa maxima
de 5.71 (C: glucosa 50 g/, N: extracto de levadura y cloruro de amonio), 3.12 (C: glucosa 15
g/l, N: extracto de levadura) y 5.19 g/l (C: glucosa 26.52 g/l, N: extracto de levadura),
respectivamente (Hassan et al., 2019; Shah & Modi, 2018; Supramani et al., 2019). Sin
embargo, concentraciones de biomasas superiores también han sido reportadas en G. lucidum
CCRC 36124 cultivada en un medio optimizado con una concentracién celular de 18.70 g/l
en el dia 7 (Chang et al., 2006).
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Figura 1. Cinética de crecimiento celular, produccion de EPS y consumo de sustrato de A.
omphalodes a nivel de matraz a 120 rpm y 30°C durante 12 dias. Biomasa (o), sustrato (o) y
EPS (0). Se presenta el promedio * error estandar (n=3).

La cinética de consumo de glucosa y produccion de EPS son presentados en la Figura 1. La
velocidad especifica de consumo de glucosa fue de 0.27 g/g d, alcanzandose un consumo
total alrededor del dia 9 del cultivo lo que coincide con el inicio de la fase estacionaria de la
cinética de crecimiento celular. La maxima produccion de EPS alcanz6 una concentracion de
501.03 + 81.95 mg/l en el dia 9 de cultivo, presentando una disminucién después de este dia,
lo que coincide con el agotamiento de la fuente de carbono y el inicio de la fase estacionaria,
lo que podria sugerir que A. omphalodes estaria empleando estos polisacaridos para su
mantenimiento y a partir de este dia es posible que los EPS sean empleados como fuente de
carbono y por esta razon disminuya su concentracion hasta el final de la fermentacion (Figura
1), como se ha observado en algunos cultivos de G. lucidum (Fang & Zhong, 2002; Tang &
Zhong, 2002b; Wei et al., 2016).

Esta concentracion de EPS (501.03 + 81.95 mg/l) en A. omphalodes es similar a lo encontrado
para G. lucidum con 470 mg/l en el dia 10, empleando el mismo medio que se utiliz6 en este
trabajo (S. R. Liu & Zhang, 2018; Tang & Zhong, 2002b). Ademas, fue superior a lo
reportado por Chang et al., (2006) con 420 mg/l e inferior en comparacion a otras cepas de
G. lucidum con concentraciones de EPS de 1960 y 2640 mg/L (Hassan et al., 2019;
Supramani et al., 2019). Esto indicaria que A. omphalodes tiene el potencial de mejorar su
produccién de biomasa y EPS a nivel de matraz mediante la optimizacién del medio o
condiciones de cultivo por métodos estadisticos.



3.2. Efecto de la agitacion y la aireacion sobre la produccion de biomasa
y EPS

La produccion de biomasa de A. omphalodes en biorreactor de tanque agitado a diferentes
condiciones de agitacion y aireacion y determinadas al final del cultivo (dia 12) se presentan
en la Tabla 1. Las mayores concentraciones de biomasa fueron encontradas para las
condiciones de operacion de mayor aireacion con concentraciones de 13.03 £ 0.19 g/l a 100
romy 2 vwm 'y 10.46 £ 1.16 g/l para 300 rpm y 2 vvm. Sin embargo, no se presentan
diferencias significativas al hacer comparaciones con el analisis prueba de Tukey y LSD.

Tabla 1. Pardmetros de las fermentaciones de A. omphalodes en matraz Erlenmeyer y
biorreactor.

Condiciones de Productividad
. KLa . Yx/s Yeris i
operacion (h) Biomasa (g/l) (0/9) EPS (mg/l) (x 10-3 g/g) biomasa
(rpm-vvm) (g/1 dh)

100-1 10.41 9.62+1.14® 0.28 200.60 + 1.83% 5.84 0.80
100-2 18.92 13.03+0.19% 0.37 220.12+12.78% 6.32 1.09
300-1 1729 9.02+1.19° 026 164.61+2.112 4.78 0.75
300-2 31.45 10.46+1.16® 0.32 320.76 +10.15° 9.88 0.87
200-1.5 16.84 7.18+0.92° 0.22 325.96 +36.41° 10.17 0.60
Erlenmeyer 250mL - 14.09 £ 0.16** 0.41 501.03 + 81.95%** 14,51 1.41

*Maxima produccion de biomasa en el dia 10.

**Méxima produccion de EPS en el dia 9.

Los valores para EPS reportados en esta tabla corresponden a la diferencia entre la concentracion del
dial2yO.

Resultados con la misma letra no muestran diferencias significativas con la prueba de Tukey y LSD.

La caracterizacion cinética de consumo de sustrato y produccion de EPS de A. omphalodes
a nivel de biorreactor para las condiciones de operacion de 100 rpm y 300 rpm y volimenes
de aire de 1 vvmy 2 vvm se presentan en la Figura 2. El consumo de glucosa para los cultivos
agitados a 100 rpm inicia aproximadamente después del tercer dia de cultivo, presentando
velocidades de consumo de 0.52 g/g d* para 100 rpm y 1 vwm y 0.30 g/g d* para 100 rpm y
2 vvm (Figura 2 A), mientras que para los cultivos agitados a 300 rpm el consumo de sustrato
inicia después del primer dia de cultivo con velocidades especificas de consumo de 0.35 g/g
d! para 300 rpomy 1 vvm'y 0.26 g/g d** para 300 rom y 2 vvm (Figura 2 B). Los cultivos con
volimenes de aireacion de 1 vvm presentan agotamiento de la fuente de carbono en el dia 10
de cultivo, coincidiendo con menores producciones de biomasa, rendimientos biomasa
sustrato Yys Y productividad (Tabla 1). La maxima concentracion de EPS producidos se
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obtuvo al final del cultivo (Figura 2), alcanzandose la mayor produccién de polisacarido a
300 rpmy 2 vvm con una concentracion de 320.76 £ 10.15 mg/I, sin diferencias significativas
a 200 rpm y 1.5 vvm. Para las demés condiciones evaluadas no se presentan diferencias
estadisticamente significativas en la produccion de polisacarido obteniéndose una
concentracion promedio de 194 mg/l (Tabla 1).

509 A - 500

40%
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(/3w) Sdd
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Figura 2. Cinéticas de produccion de EPS y consumo de sustrato de A. omphalodes a nivel
de biorreactor a condiciones de agitacion de 100 rpm (A), 300 rpm (B). Para la aireacién de
1 vvm: EPS (0) y sustrato (o); para 2 vvm: EPS (#) y sustrato (m). Se presenta el promedio +
error estandar (n=2).
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El consumo de glucosa en las condiciones de cultivo del punto central (200 rpm, 1.5 vvm)
(Figura 3), presentan una velocidad especifica de consumo de sustrato de 0.45 g/g d, no
generandose agotamiento del sustrato en el tiempo evaluado, aunque la produccion de
biomasa no se favorecid bajo estas condiciones alcanzando concentraciones de 7.18 + 0.92
g/l (Tabla 1). Aun asi, a estas condiciones se obtuvo la maxima produccién de EPS con
325.96 £ 36.41 mg/l. Con base en estos resultados, se puede decir, que la intensidad de
agitacion en un rango de 100 a 300 rpm no tiene un efecto significativo sobre la produccion
de biomasa y EPS de A. omphalodes. Caso contrario es la aireacion que presenta un efecto
significativo con la méaxima concentracion de EPS y la menor produccion de biomasa con
valores de 325.96 + 36.41 mg/l y 7.18 + 0.92 g/l, respectivamente a 1.5 vvm y 200 rpm, por
lo que se observa curvatura sobre el modelo estudiado (Figura 4). Ademas, las condiciones
de agitacion y aireacion que favorecen la produccién de biomasa son 100 rpm y 2 vvm con
una concentracion de 13.03 + 0.19 g/l y la menor produccién de EPS a 300 rpm y 1 vvm con
164.61 £ 2.11 mg/l (Tabla 1). Estos resultados divergen de lo obtenido por Kim et al., (2006)
en G. lucidum donde la agitacion y la aireacion presentan un efecto significativo sobre la
produccion de biomasa alcanzando concentraciones de biomasa de 12.7 g/l a 50 rpm (2 vvm)
y 18.1 g/l a 0.5 vvm (300 rpm).
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Figura 3. Cinética de produccion de EPS y consumo de sustrato de A. omphalodes a nivel de
biorreactor a condiciones de agitacion de 200 rpm y aireacion de 1.5 vvm. EPS (0) y sustrato
(o). Se presenta el promedio + error estandar.
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Figura 4. Efecto de la aireacion sobre la produccion de biomasa (m) y EPS (0) de A.
omphalodes. Resultados con la misma letra no muestran diferencias significativas con la
prueba de Tukey y LSD (n=4).

Adicionalmente, en los cultivos sumergidos la agitacion y la aireacion son parametros
importantes para mantener la homogeneidad y una buena transferencia de calor y masa (Kim,
Kim, et al., 2006; Tang et al., 2009). El K.a, influenciado por estos parametros, se relaciona
con la produccidn de biomasa y EPS, pues la velocidad de transferencia y disponibilidad de
oxigeno permite el crecimiento del hongo pero el estrés causado por condiciones
hiperoxidantes o bajos niveles de oxigeno disuelto en la fermentacion pueden favorecer la
produccion de biomasa o EPS (Tang & Zhong, 2003a).

Por esta razén, se determiné el Kia a los pardametros de operacion estudiados, se presenta en
la Tabla 1. A condiciones de 100 rpm y 2 vvm, 300 rpm y 1 vvm y 200 rpm y 1.5 vvm se
obtuvieron coeficientes similares de 18.92, 17.29 y 16.84 h™, sin embargo, la produccion de
biomasa y EPS no presentan la misma tendencia. ElI menor coeficiente de transferencia de
masa fue 10.41 h't (100 rpm y 1 vvm) y el mayor 31.45 h (300 rpm y 2 vvm). Al comparar
el efecto del Kia con la produccion de biomasa y EPS (Tabla 1), no es posible afirmar que el
Kia tenga un efecto significativo sobre la produccion de estos parametros. En contraste, con
lo obtenido por Tang & Zhong, (2003) para G. lucidum en un biorreactor de 3.5 I,
encontrdndose que el Kia tiene un efecto significativo sobre la produccion de biomasa
alcanzandose concentraciones de 12.1 g/l y 15.6 g/l a 16.4 h*y 78.2 h1 (0.063 vwm y 0.5
vvm a 200 rpm), respectivamente, pero no sobre la produccion de EPS.

Sin embargo, el desempefio de A. omphalodes en la produccién de biomasa fue superior a
otras cepas de G. lucidum, como es el caso estudiado por Wan Mohtar et al. (2016), que
obtuvo 5.66 g/l en el dia 11 en un biorreactor con un volumen de 2 | a condiciones de
operacion de 100 rpm y 2 vvm. Pero en el caso de los EPS se obtuvo una produccion muy
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baja (325.96 = 36.41 mg/l) en comparacion con otros autores donde las concentraciones
obtenidas a nivel de biorreactor fueron de 580 mg/I (100-180 rpm y 0.25-0.5 vvm), 810 mg/I
(100-250 rpm y 0.25-1 vvm), 870 mg/l (100 rpm y 2 vvm) y 920 mg/l (200 rpm y 1 vvm)
(Berovic et al., 2003; Tang & Zhong, 2002b, 2002a; Wan Mohtar et al., 2016).

Finalmente, al no presentarse una tendencia entre las variables de agitacion, aireacion y Ka,
es posible que la morfologia de A. omphalodes pueda tener un efecto, ya que en estos cultivos
se observaron morfologias que van desde micelio disperso hasta pellets. Esta distribucion
morfoldgica puede depender de las condiciones hidrodindmicas y la tension de oxigeno
disuelto en el sistema de cultivo, que a su vez puede afectar la productividad del proceso,
como lo han reportado varios autores encontrado que la morfologia tiene relacién con la
transferencia de oxigeno, nutrientes y sintesis de productos (Tang & Zhong, 2003a, 2003b;
Yang et al., 2009). Pues a nivel de matraz se observo pellets y en biorreactor una morfologia
entre pellets, micelios dispersos y agregados de gran tamafio adheridos en la pared del
biorreactor, en el impulsor y en los bafles, donde los agregados representaron mas del 90%
de la biomasa cosechada. Por consiguiente, seria interesante en estudios posteriores
determinar si la produccidn de polisacarido puede ser dependiente no solo de los niveles de
biomasa sino también de los perfiles morfoldgicos del cultivo y de esta manera poder
encontrar unas condiciones de operacion que favorezcan el crecimiento celular y la
formacion de producto en biorreactor.

3.3.Actividad antioxidante

La actividad biologica, medida como actividad antioxidante de los EPS obtenidos de A.
omphalodes se presentan en la Tabla 2, donde un mayor potencial antioxidante esta dada por
un menor ECso y el mecanismo propuesto que explica esta actividad bioldgica en
polisacaridos estd dado por la capacidad de donar hidrdégenos o electrones formando un
radical estable y deteniendo las reacciones en cadena (Kao et al., 2012; Lu et al., 2020). La
mayor actividad antioxidante determinada por el método ABTS, lo presento el EPS obtenido
a las condiciones de 200 rpm y 1.5 vvm, 100 rpm y 1 vvm y 300 rpm y 1 vvm, mientras que
para DPPH, los polisacéridos que presentan mayor actividad se encontraron en los cultivos
100 rpm y 1 vwm y 200 rpm y 1.5 vvm. Las actividades antioxidantes de EPS de A.
omphalodes no presentan diferencias significativas por el método de DPPH, aunque la mayor
actividad se presenta a 100 rpm y 1 vvm con ECs igual a 285.18 + 114.95 mg/l. En el caso
de la técnica ABTS la menor actividad fue de 191.04 + 3.12 mg/l y la actividad mas potente
fue de 84.54 £ 30.56 mg/l, aunque las mejores actividades obtenidas con EPS generados a
100 o0 300 rpm y 1 vvm o condiciones de 200 rpm y 1.5 vvm no presentaron diferencias
significativas (Tabla 2).
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Tabla 2. Actividades antioxidantes por DPPH y ABTS y peso molecular promedio de EPS
de A. omphalodes obtenidos a nivel de biorreactor en el dia 12. Se presenta el promedio +
error estandar.

Agitacion-Aireacion ECso ABTS (mg/l) ECso DPPH (mg/l) PM (kDa)

(rpm-vvm)
100-1 88.60 + 12.32° 285.18 + 114.952 6.24 + 0.692
100-2 191.04 £3.122 514.99 + 115.132 7.23 +£0.062
300-1 89.56 + 7.34° 511.745 £ 321.04¢  6.33+0.272
300-2 130.34 + 21.14% 505.955 +172.92¢  7.04 £0.672
200-1.5 84.54 + 30.56" 410.64 £ 175.732 7.71+£1.262

Resultados con la misma letra no muestran diferencias significativas con la prueba de Tukey
y LSD.

Adicionalmente, de acuerdo a Floegel et al., (2011) que evalud la actividad antioxidante de
alimentos reconocidos por poseer esta propiedad, como frutas, vegetales y bebidas, encontrd
que existe una relacion directa entre la actividad antiradicalaria medida por la técnica DPPH
y ABTS pero esta tendencia no se observo en los resultados obtenidos (Tabla 2). Esta
discrepancia entre ambos métodos podria deberse a caracteristicas fisicoquimicas de los EPS
que no fueron identificadas en este trabajo (composicion, secuencia de monosacaridos, tipo
de enlaces glucosidicos, ramificaciones, conformacion helicoidal, entre otros), y permitirian
comprender mejor estos resultados (Deveci et al., 2019; Ferreira et al., 2015; Ruthes et al.,
2016).

La propiedad fisicoquimica determinada en este trabajo fue el peso molecular promedio. En
este caso, los EPS de A. omphalodes tienen un peso molecular promedio de 6.91 + 0.31 kDa
(Tabla 2) y no presentan diferencias estadisticamente significativas a las diferentes
condiciones de cultivo por lo que la agitacion y la aireacion no tienen efecto sobre esta
propiedad. Ademas, el peso molecular de estos EPS es mayor a los polisacaridos extraidos
del cuerpo reproductivo de G. lucidum con 1.54, 5.2, 3.98 y 7 kDa (Kao et al., 2012; W. Liu
etal., 2010; Xu et al., 2019; Ye et al., 2009) y menores a los EPS crudos de G. lucidum con
pesos moleculares de 18.20, 21.60 y 74.56 kDa y con actividades antioxidantes ECso mayores
a 700 y 900 mg/I para DPPH y ABTS, respectivamente (Long et al., 2021; Si et al., 2019;
Zeng et al., 2019).

Hay posiciones divididas sobre la relacion que existe entre el peso molecular y el indice ECsp
de actividad antioxidante de polisacaridos, las cuales pueden ser directa o inversa (Lu et al.,
2020; Xu et al., 2019). De acuerdo con la Figura 5, se encontrd que existe una relacion directa
entre el peso molecular de polisacéridos obtenidos de hongos cultivados por fermentacion
solida y sumergida incluyendo varias especies de la familia Ganodermataceae, Pleurotus
ostreatus, Grifola frondosa, Morcella esculenta, entre otros. Donde la actividad antioxidante
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de los polisacaridos es mayor a medida que disminuye el peso molecular promedio, pues
tendrian mas terminales hidroxilo reductor para reaccionar con los radicales libres, y los EPS
de A. omphalodes con un bajo peso molecular (6.91 + 0.31 kDa) poseen una excelente
actividad antioxidante (Figura 5) (Cor et al., 2018; Deveci et al., 2019; W. Liu et al., 2010;
Long et al., 2021).
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Figura 5. Actividad antioxidante de polisacaridos de hongos, cultivados en fermentacion
solida y liquida, en funcion del peso molecular promedio. DPPH (o) y ABTS (e). Los EPS
de A. omphalodes se presentan en color rojo. Elaboracion propia con datos tomados de la
literatura (Ai-lati et al., 2017; Deveci et al., 2019; Long et al., 2021; Ma et al., 2013; Si et al.,
2019; Vamanu, 2012; Zeng et al., 2019).

3.4. Actividad citotoxica de EPS

Varios reportes sugieren que una variedad de compuestos como terpenos, proteinas y
polisacaridos derivados de basidiomicetos superiores, como G. lucidum, Lentinus edodes,
Agaricus brasiliensis, Grifola frondosa, entre otros, presentan actividad citotoxica contra
diferentes lineas celulares (Chen et al., 2019; Cui et al., 2016; Y. J. Liu et al., 2012; Wasser,
2011). Con el fin de evaluar la actividad citotdxica de los EPS obtenidos de A. omphalodes,
sobre las lineas celulares de cancer de higado Hep-G2 (Figura 6) y mama MDA-MB-231
(Figura 7), se emplearon los polisacaridos obtenidos en las condiciones de operacion de
biorreactor de 100 rpm y 1 vwvm y 200 rpm y 1.5 vvm que presentaron la mejor actividad
antioxidante por ABTS y DPPH y 100 rpm y 2 vvm con la menor actividad antioxidante. Los
EPS son considerados citotdxicos si hay una reduccion de la viabilidad relativa por debajo
del 30% en alguna de las concentraciones evaluadas, si no se encuentra diferencia estadistica
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entre el control positivo y alguna de las concentraciones evaluadas o se observa una tendencia
de reduccion de la viabilidad relativa al incrementar la concentracion de la sustancia.

Los resultados del ensayo de MTT de los EPS obtenidos de A. omphalodes no presentan una
tendencia en la reduccion de la viabilidad relativa sobre la linea celular Hep-G2 (Figura 6) y
MDA-MB-231 (Figura 7), por lo tanto, estos EPS no tienen un efecto citotoxico sobre estas
lineas celulares cuando son expuestas a las concentraciones evaluadas. Ademas, durante la
ejecucion del ensayo no se observaron cambios en la morfologia de las células, para ambas
lineas celulares, como granulaciones o vacuolizaciones asociadas a la exposicién de los EPS,
lo que podria ratificar un efecto no toxico (Harrabi et al., 2017; Wu et al., 2016; Yu et al.,
2020). Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Silva et al., (2013) y Zhao et al.,
(2010) quienes encontraron que los polisacaridos de dos especies de la familia
Ganodermataceae no inhibieron el crecimiento de las lineas celulares Hep-G2 y MDA-MB-
231. Por el contrario, Y. W. Liu et al., (2009) encontraron que extractos etandlicos de G.
lucidum muestran inhibicion del crecimiento de 39.8% y 82.5% para las mismas lineas
celulares, respectivamente.
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Figura 6. Viabilidad relativa de la linea celular de cancer de higado Hep-G2 en presencia de
EPS obtenidos de A. omphalodes bajo condiciones de operacion del biorreactor de 100 rpm
y 1vvm (A), 100 rpmy 2 vvm (B) y 200 rpm y 1.5 vvm (C).
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Figura 7. Viabilidad relativa de la linea celular de cancer de mama MDA-MB-231 en
presencia de EPS obtenidos de A. omphalodes bajo condiciones de operacion de 100 rpm y
1vvm (A), 100 rpmy 2 vvm (B) y 200 rpm y 1.5 vvm (C).
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El mecanismo de accion de la actividad citotoxica de los polisacaridos de basidiomicetos no
ha sido establecida pero esta asociada con una alta actividad antioxidante (Ma et al., 2013;
Sui et al., 2016; Wasser, 2011). Los polisacéridos de G. lucidum estudiados por Zhang et al.,
(2012) no presentaron actividad citotoxica in vitro contra la linea celular Hep-G2 pero in
vivo, en ratones, con ocho dosis de 0.5 mg/kg d* obtuvo una inhibicion del 33.66%, lo cual
indicaria que esta actividad antitumoral no se debe a un efecto directo sobre la célula sino a
un efecto inmunoestimulante al inducir la generacion del factor TNF-a (factor de necrosis
tumoral alfa) (Zhang et al., 2012). Por consiguiente, los EPS de A. omphalodes no
presentaron una actividad citotdxica contra las células Hep-G2 y MDA-MB-231, pero la
actividad inmunoestimulante, al ser el principal mecanismo antitumoral de los polisacaridos
de basidiomicetos, podria ser estudiada en los EPS de este sistema bioldgico (Cor et al., 2018;
Lu et al., 2020; Sui et al., 2016).

4. Conclusiones

En este estudio se encontrdé que la aireacion tiene un efecto significativo sobre la
produccion de biomasa y EPS de A. omphalodes y la mayor concentracion de estos
parametros fue 13.03 £ 0.19 g/l a 100 rpm y 2 vwm y 325.96 + 36.41 mg/l a 200 rpm y
1.5 vvm, respectivamente. El peso molecular de los EPS no se ve afectado por las
condiciones de operacion a nivel de biorreactor de tanque agitado. Adicionalmente, A.
omphalodes tiene la capacidad de producir polisacéridos con gran actividad antioxidante
contra los radicales libres DPPH y ABTS comparado con otras especies de hongos que
pertenecen a la familia Ganodermataceae. Los EPS obtenidos bajo condiciones de cultivo
de 100 rpm y 1 vvm, 100 rpm y 2 vwm y 200 rpm y 1.5 vvm no presentan actividad
citotdxica contra las lineas celulares de cancer de higado Hep-G2 y mama MDA-MB-
231. Estos resultados sugieren que A. omphalodes podria tener potencial para la
produccion de EPS con actividad antioxidante con aplicacion en la industria cosmética,
alimenticia o farmacéutica.
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