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RESUMEN

Ganoderma lucidum es un hongo valorado por sus diversas propiedades
inmunomoduladoras, antioxidantes y antitumorales, con aplicaciones en las industrias
farmacéutica y alimentaria. En esta investigacion, se evaluaron los efectos de diferentes
condiciones de cultivo, como la concentracion de glucosa y extracto de levadura, pH,
temperatura y velocidad de agitacion, sobre la produccion de biomasa y EPS, ademas, se
aplicé un disefio experimental Box-Behnken con los tres factores més influyentes.

El estudio fue realizado mediante fermentacién sumergida, ajustando las variables del
medio de cultivo para influir en el crecimiento del hongo y la sintesis de EPS. Las
muestras obtenidas fueron caracterizadas usando espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier (FT-IR) y cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC).

Los resultados mostraron que la mayor produccion de EPS se obtuvo con concentraciones
intermedias de glucosa y extracto de levadura, un pH ligeramente acido (5-6), y una
temperatura de 28°C. En cambio, para la biomasa, fue mas beneficiosa una concentracion
mayor de glucosa (50 g/L). La velocidad de agitacion a 150 rpm fue la 6ptima para la
produccién de EPS sin afectar significativamente la produccion de biomasa. Estos datos
sugieren que las condiciones de cultivo pueden ser ajustadas para optimizar la produccién

de EPS, lo cual es valioso para su uso industrial.

Este estudio ha permitido determinar las condiciones ideales de cultivo para la generacién
de exopolisacaridos (EPS) y biomasa de Ganoderma lucidum. Los hallazgos logrados
amplian el entendimiento de la biologia de este hongo y ofrecen un fundamento sélido
para futuros estudios orientados a la creacién de nuevos productos y usos basados en los
EPS de Ganoderma lucidum.

Palabras clave: Exopolisacaridos, Fermentacion sumergida, Ganoderma lucidum, MSR
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ABSTRACT

Ganoderma lucidum is a fungus valued for its diverse immunomodulatory, antioxidant
and antitumor properties, with applications in the pharmaceutical and food industries. In
this research, the effects of different culture conditions, such as glucose and yeast extract
concentration, pH, temperature and stirring speed, on biomass and EPS production were
evaluated, and a Box-Behnken experimental design with the three most influential factors

was applied.

The study was carried out by submerged fermentation, adjusting the variables of the
culture medium to influence fungal growth and EPS synthesis. The obtained samples
were characterized using Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR) and high-

performance liquid chromatography (HPLC).

The results showed that the highest EPS production was obtained with intermediate
concentrations of glucose and yeast extract, a slightly acidic pH (5-6), and a temperature
of 28°C. In contrast, for biomass, a higher concentration of glucose (50 g/L) was more
beneficial. Stirring speed at 150 rpm was optimal for EPS production without
significantly affecting biomass production. These data suggest that culture conditions can

be adjusted to optimize EPS production, which is valuable for industrial use.

This study has allowed us to determine the ideal culture conditions for the generation of
exopolysaccharides (EPS) and biomass of Ganoderma lucidum. The findings achieved
broaden the understanding of the biology of this fungus and provide a solid foundation
for future studies aimed at the creation of new products and uses based on the EPS of

Ganoderma lucidum.

Keywords: Exopolysaccharides, Ganoderma lucidum, Submerged fermentation, RSM
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Abreviaturas
DBB - Disefio Box Behnken

DE — Design expert

EPS — Exopolisacéridos

FTIR — Espectroscopia infrarrojo por transformada de Fourier
HPLC - Cromatografia liquida de alta eficiencia

IRMS — Espectrometria de masas de relacion de isétopos
GLP - Glucolipidos

GLT - Glucanos

GLS - Gen de la 1,3 B-glucano sintasa

KBr — Bromuro de potasio

MRB - Modificadores de respuesta bioldgica

nm — Nanometros

PUFA — Acidos grasos poli — insaturados

Qp — Productividad

RSM — Metodologia de superficie de respuesta

TNF — Factor de necrosis tumoral

UDP — Uridina Difosfato

UTP — Uridina Trifosfato

rs — Velocidad de consumo de sustrato

M - Tasa de crecimiento microbiana

Y xs - Rendimiento de Biomasa por Sustrato

Y pis - Rendimiento de Producto por Sustrato
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INTRODUCCION

Ganoderma lucidum, conocido comunmente como "Reishi" o "Lingzhi", es un hongo
basidiomiceto ampliamente reconocido por sus propiedades medicinales y nutricionales que
crece en areas célidas y himedas de Europa y, principalmente, Asia. Desde hace més de 5 mil
{anos, culturas asiaticas lo conocen como “el hongo de la inmortalidad” y su uso ha pasado de
generacion en generacion por la creencia del aumento de vitalidad y rejuvenecimiento con el
consumo de este alimento. Asi, su valor en la industria farmacéutica y alimentaria ha generado

un interés creciente en su cultivo y produccion a gran escala en los altimos afios (1,2).

Por un lado, la demanda de biomasa y del cuerpo fructificado de G.lucidum y otras especies al
ser empleada como materia prima para su fructificacion en industria alimentaria, asi como en
la obtencién de diferentes metabolitos secundarios como terpenos, acido ganodérico,
polisacaridos, entre otros que posteriormente se sintetizan en la produccién de suplementos
alimenticios y, recientemente, en la fabricacion de productos para el cuidado de la piel (3). En
este contexto, la biotecnologia ha permitido el desarrollo de sustratos solidos sostenibles de
cultivos y biorreactores de fermentacion sumergida para maximizar la produccion de esta

biomasa.

Sin embargo, unos de los componentes de mayor interés son los exopolisacaridos (EPS) que
son macromoléculas con multiples propiedades inmunomoduladoras, antitumorales, antiviral,
antifungica, antioxidantes y neuroprotectora, que han demostrado efectos benéficos en la salud
humana. Uno de los EPS mas representativo es el betaglucano, compuesto de D-glucosa y tiene

propiedades anticancerigenas, antipatogenas, etc. (1,2,4).

El presente estudio se centra en el desarrollo de un medio de cultivo optimizado para la
fermentacidn sumergida de Ganoderma lucidum con el objetivo de incrementar la produccion
de EPS y maximizar la produccion de biomasa del hongo a través de la modificacion de
diversas condiciones del cultivo. Para lograrlo, se llevaron a cabo ajustes en factores criticos
como la concentracion de glucosa, la concentracion de extracto de levadura, el pH inicial del

medio, la temperatura de incubacién y la velocidad de agitacion.

La optimizacion de estas condiciones es esencial, ya que influyen de manera directa en el
crecimiento y metabolismo del hongo, asi como en la produccién y composicion de los EPS.
La modificacion de estos factores proporciona una herramienta poderosa para manipular y

mejorar los rendimientos de ambos productos de interés (5).
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Asi mismo, en esta investigacion, se opto6 por la utilizacion de la Metodologia de la Superficie
de Respuesta, una técnica estadistica reconocida por su eficiencia en la exploracion de
multiples variables independientes y sus interacciones (6). El uso de esta técnica permite
visualizar y examinar las conexiones intrincadas entre las variables y las reacciones del sistema.
La superficie de respuesta ofrece una ilustracion visual de las relaciones entre las variables,

facilitando la identificacion de ptimos y areas de interés de forma precisa e intuitiva. (7).

La aplicacion del disefio experimental Box-Behnken se presenta como una estrategia efectiva
para abordar el desarrollo de las condiciones de cultivo de Ganoderma lucidum. Este enfoque
estadistico brinda una herramienta poderosa para analizar y cuantificar el impacto de las
variables de interés, asi como para determinar las configuraciones 6ptimas que maximicen la

produccién de EPS y biomasa (8).

Al utilizar este método, el objetivo no es solo conseguir resultados fiables y repetibles, sino
también sentar fundamentos para investigaciones futuras en el area de la micologia y
microbiologia aplicada. Ademas, posibilita disminuir la cantidad de experimentos requeridos,
mejorando de esta manera el uso de recursos y tiempo, sin afectar la calidad de los resultados
logrados (6,7). Asi, el disefio experimental se transforma en un componente esencial en la
creacion de saber cientifico, ademas aporta considerablemente al progreso de la investigacion

en esta area.

Asi, el objetivo principal de la investigacion es determinar los parametros de fermentacion
sumergida de Ganoderma lucidum para obtener una mayor cantidad de biomasa y de EPS, asi
como la caracterizacion cualitativa de los productos obtenidos por medio de las técnicas de
FTIRy HPLC.
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HIPOTESIS

Investigaciones previas han demostrado la produccion significativa de EPS de Ganoderma
lucidum mediante fermentacién sumergida, por lo cual se espera que la aplicacion de la
metodologia de superficie de respuesta permita mejorar las condiciones de cultivo (pH,
temperatura, velocidad de agitacion) y de la composicion del medio (concentracion de glucosa

y de extracto de levadura), para optimizar la produccion de biomasa y de EPS.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar la produccién de EPS por Ganoderma lucidum por fermentacion sumergida empleando
el método de Superficie de Respuesta para obtener una mayor cantidad de biomasa y de EPS,

asi como la caracterizacién de este.

Objetivos especificos
. Evaluar el efecto de las variables: concentracion de glucosa, extracto de levadura, pH,
Temperatura y velocidad de agitacion, sobre la produccion de EPS y biomasa por Ganoderma

lucidum en matraces Erlenmeyer.

. Optimizar la produccién de EPS por Ganoderma lucidum utilizando la metodologia de
Superficie de Respuesta tipo Box-Behnken considerando la concentracion de glucosa, extracto

de levadura y pH inicial del medio como variables de estudio.

. Caracterizar los EPS obtenidos en condiciones optimizadas mediante las técnicas de
espectroscopia infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR) y Cromatografia Liquida de Alta

Resolucién (HPLC por sus siglas en inglés).
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TABLA DE VARIABLES E INDICADORES

Tabla 1. Variables e indicadores

DE SANTA MARIA

Variables

Variable Indicadores Unidades
Independientes Concentracion de Concentracion g/L
fuente de carbono inicial de glucosa
Concentracion de Concentracion g/L
fuente de nitrégeno inicial de extracto
de levadura
Velocidad de Velocidad de Rpm
agitacion agitacion durante el
proceso
pH pH inicial del -
proceso
Temperatura Temperatura °C
durante el proceso
Dependientes Biomasa Concentracion de g/L
biomasa
Exopolisacaridos Concentracion de g/L
Exopolisacaridos
Consumo de Concentracion de g/L
sustrato glucosa durante el

proceso
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CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1.Ganoderma lucidum

Ganoderma lucidum, también llamado lingzhi chino y apodado el "hongo de la
inmortalidad”, ha sido una de las especies mas empleadas en las poblaciones asiaticas
a lo largo de los siglos para potenciar el bienestar general como complemento en
tratamientos contra el cancer y otros propdsitos medicinales. Inicialmente, su uso fue
exclusivo a aquellos con recursos econdmicos elevados, sin embargo, el cultivo y
consumo de este alimento se ha expandido entre diversos estratos socioeconémicos en
la actualidad (9).

Este basidiomiceto es grande, y de textura lefiosa. La raiz latina "Lucidum”, que
significa brillante, se ha relacionado con el aspecto brillante del exterior de estos
hongos, lo mismo que lo hace llamativo visualmente (9). La estructura de G. lucidum
suele ser en forma de abanico, de rifién o semicircular, y suele presentar un color rojo
oscuro, marrén o negro rojizos. Las tonalidades amarillas u ocres se acenttan en los
bordes, mientras la carne del hongo suele ser de color marrén amarillento a marrén

oscuro (9).

Existen mas de 250 especies de Ganoderma, 6 especies se encuentran entre las mas
utilizadas: G. lucidum, G. applanatum, G. sinense, G. tsugae, G. capense y G.
boninense (Figura 1) (10).

El futuro de la investigacion en G. lucidum es prometedor y multifacético, abriendo
nuevas vias para el desarrollo de terapias innovadoras y sostenibles. A través de la
nanotecnologia, se vislumbra la creacion de formulaciones que optimicen la
disponibilidad de sus compuestos bioactivos, mientras que la combinacién con otros
agentes terapéuticos podria potenciar sus efectos sinérgicamente. Asimismo, la
exploracion de los mecanismos moleculares subyacentes, como la interaccion con el
microbioma intestinal y las vias de sefializacion celular, prometen desvelar nuevos

blancos terapéuticos (11).

Las aplicaciones clinicas se expandiran hacia enfermedades neurodegenerativas,
trastornos del estado de animo y el envejecimiento saludable, posicionando al Reishi

como un complemento prometedor en la medicina personalizada. Ademas, el cultivo
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sostenible y la biotecnologia garantizaran un suministro constante de este hongo
medicinal, mientras que la estandarizacion de los productos y la educacion del
consumidor serdn fundamentales para su uso seguro y eficaz. La colaboracién
interdisciplinaria y los estudios epidemioldgicos a largo plazo seran cruciales para

consolidar el papel del Ganoderma lucidum en la promocion de la salud y el bienestar

(12).

G. sinense
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Figura 1. Especies representativas de Ganoderma. Adaptado de (10).

111 Habitat

Este hongo, al ser multiporoso y saprofito, generalmente se encuentra en climas
templados y tropicales. Crece de manera natural en madera muerta o en descomposicién
de arboles caducifolios, como robles, arces y alamos. También se ha encontrado en
coniferas en algunas regiones. Prefiere ambientes himedos y sombreados, tipicos de

los bosques densos y antiguos (12).

1.1.2 Taxonomia

Reino: Fungi

Divisién: Basidiomycota
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Clase: Agaricomycetes
Orden: Polyporales
Familia: Ganodermataceae
Género: Ganoderma

Especie: Ganoderma lucidum (12)

1.1.3 Caracteristicas y composicion

Al desarrollarse en arboles dafiados 0 muertos de climas célidos, G. lucidum desarrolla
una apariencia unica y distintiva (13).

Este hongo presenta una coloracién variable, desde tonos claros en los margenes hasta
matices mas oscuros hacia el centro, pasando por gamas ocres y rojizas. Su forma es
irregular, con dimensiones que oscilan entre 2 — 20 cm de diametro y un grosor de 4 a
8 cm (13).

La superficie superior, a menudo recubierta por esporas, contrasta con la inferior,
porosa y de color claro, que se oscurece al manipularse. El estipite, cuando esta
presente, es excéntrico y de coloracién variable, tendiendo a oscurecer con la edad. En
estado fresco, la textura es suave y ligeramente correosa, endureciéndose al secarse y
generalmente se encuentra compuesto por carbohidratos en un porcentaje de 44,5,
seguido por las proteinas con 15,75%, ceniza 4% (13). Por otro lado, el hongo se
encuentra compuesto en un 90% de agua y 10% de materia seca, misma que se
encuentra conformada de 27-48% de proteina, aproximadamente 60% carbohidratos
(especialmente fibra dietética) y de 2-8% lipidos (donde se destaca el acido linolénico,
acidos grasos poliinsaturados o PUFAs por sus siglas en inglés); en caso de que el
hongo sea cultivado in vitro, su cantidad de lipidos puede incrementar a 6,5% siendo
maés del 80% &cidos grasos insaturados y en menor cantidad acidos grasos saturados
(14).

Entre los compuestos bioactivos mas destacados que se encuentran presentes en G.
lucidum son los terpenoides como acidos ganodéricos y triterpenoides (15), y
polisacaridos como los B-glucanos que conforman aproximadamente el 46% de la pared
celular del hongo. Ademéas de los compuestos bioactivos, se pueden identificar
compuestos quimicos con actividad antioxidante como polifenoles (16).

Por otro lado, tenemos a la biomasa del Ganoderma lucidum, la cual representa la
estructura fisica del hongo y constituye una fabrica bioguimica donde se sintetizan y
acumulan una amplia variedad de compuestos bioactivos, entre los que destacan los
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polisacaridos y triterpenos. Esta biomasa es vital para la produccion de los compuestos
de interés farmacologico debido a sus propiedades medicinales, como efectos

inmunomoduladores, antioxidantes y antiinflamatorios (17).

1.1.4 Usos e importancia

1.1.1.1. Uso nutricional

Ganoderma lucidum es reconocido por su perfil nutricional, lo que lo hace un
complemento perfecto para una alimentacion balanceada. Su estructura, abundante en
fibra y proteinas de gran valor bioldgico, le otorga caracteristicas ventajosas para la
salud del sistema digestivo y el sistema inmunologico (18).

En relacion con su aporte de carbohidratos, estos estan mayoritariamente compuestos
por fibra alimentaria, vital para regular el transito intestinal y evitar el estrefiimiento.
La fibra funciona como un prebiético, fomentando la proliferacion de bacterias Utiles
en el intestino y aportando a una flora intestinal sana (18).

Las proteinas son el segundo compuesto mas presente en el cuerpo fructifero del hongo
(27-48%), siendo mayoritariamente formadas por aminoacidos esenciales.
Adicionalmente, se ha comprobado que algunas glicoproteinas presentes en G. lucidum
tienen caracteristicas antifingicas y antivirales, resaltando su capacidad para luchar
contra infecciones por virus como el herpes (16).

1.1.1.2.Uso para salud humana

G. lucidum se ha empleado a lo largo de los siglos en la medicina tradicional oriental
para curar una extensa gama de enfermedades, incluyendo el cancer. Investigaciones
cientificas recientes han corroborado las caracteristicas anticancerigenas de este hongo,

revelando los procesos moleculares que respaldan su funcion (19).

Los triterpenoides, componentes bioactivos encontrados en G. lucidum, provocan la
apoptosis o la muerte programada de células malignas, restringiendo asi su crecimiento.
Adicionalmente, estos compuestos bloguean la angiogénesis, es decir, la creacion de
nuevos vasos sanguineos que alimentan a los tumores, privandolos de los nutrientes
esenciales para su desarrollo (20).
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En cambio, los polisacaridos, otro tipo de compuestos bioactivos presentes en G.
lucidum, regulan la respuesta del sistema inmunolégico del cuerpo, fomentando la
actividad de células inmunolégicas como los macréfagos y las células T citotoxicas.
Estas células tienen la habilidad de identificar y aniquilar células malignas,

favoreciendo de esta manera la erradicacion del cancer (20).

De esta manera, este hongo ha ganado popularidad en la prevencién de la obesidad,
reducciéon del colesterol, recuperar la sensibilidad a la insulina, control de la
diabetes, entre otros beneficios para la salud debido a las propiedades de su biomasa y
de sus exopolisacéridos. Actualmente, es consumido como nutracéutico y el
crecimiento exponencial de su uso subraya la necesidad de una identificacion precisa
de las especies y los ingredientes activos, asi como el establecimiento de dosis seguras

y estandares de calidad para satisfacer la creciente demanda nutracéutica (21) (22).

1.1.5 Importancia en el sector industrial

G. lucidum ha probado ser un recurso valioso para el sector alimentario y farmacéutico,
dado que puede ayudar a potenciar la salud y el bienestar de los seres humanos. Para
asegurar la calidad y seguridad de los productos obtenidos de G. lucidum, es esencial
definir estandares internacionales que controlen su fabricacion y venta. Estas reglas no
solo resguardan a los consumidores, sino que también impulsan el desarrollo sostenible

de este sector y fomentan la colaboracion a escala mundial (23).

G. lucidum ha probado poseer un gran potencial tanto en el mercado como en la
industria. China resalta como el principal productor global de G. lucidum, seguido por
Japén y Corea del Sur, naciones con una industria considerable de Ganoderma por su
alta demanda, llegando a las 1500 y 4500 toneladas anuales de produccion,

respectivamente (24).

En la actualidad, se esta impulsando el crecimiento balanceado de toda la cadena de
valor de G. lucidum, desde el cultivo y la produccion hasta el procesamiento, la venta
y el flujo. El uso de métodos innovadores de control de calidad, como la espectrometria
de masas de relacion de is6topos (IRMS), facilita la caracterizacion del G. lucidum en

funcién de su especie, zona de procedencia y técnica de cultivo. Es vital para luchar
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contra el etiquetado engafioso de productos de G. lucidum y apoyar a las entidades

reguladoras en la verificacion de las reclamaciones originarias (25).

El sector de bienes como el té, las bebidas alcohdlicas y los suplementos nutricionales
ha llegado a valores multimillonarios, fomentando la necesidad de nuevos componentes
funcionales. El proceso de normalizacion en la identificacion y estudio de los
componentes activos funcionales del G. lucidum, tales como los glucolipidos (GLP) y
los glucanos (GLTs), ha cobrado una relevancia creciente. El incremento en la
confiabilidad y excelencia de los productos de G. lucidum esta fomentando la necesidad
de normalizacion en el sector, lo que consecuentemente producira beneficios

competitivos y ampliara las oportunidades de mercado (26).

1.2. Exopolisacaridos

Los exopolisacaridos (EPS) son biomoléculas complejas y versatiles producidas por
una amplia variedad de microorganismos en respuesta a condiciones ambientales
cambiantes. Estos polimeros de alto peso molecular (de 10° - 10° Da) exhiben una gran
diversidad estructural, lo que confiere a cada EPS sus propiedades unicas y funcionales.
La mayoria son B-glucanos con algunas cadenas laterales de residuos monosacéridos.
Muchas bioactividades de los EPS son el resultado de su estructura tridimensional, una
conformacién helicoidal. Son hidrosolubles pero insolubles en alcohol, por lo que
usualmente el proceso de aislamiento de los EPS, normalmente, implica su extraccion

con agua y su precipitacion con alcohol (27).

Debido a sus caracteristicas fisicoquimicas, los EPS han encontrado numerosas
aplicaciones en diversos sectores industriales. Por ejemplo, se utilizan como espesantes,
estabilizantes y agentes gelificantes en la industria alimentaria; sus propiedades como
biomateriales y en el desarrollo de farmacos se estan explorando en biomedicina; y en
la industria cosmética son valorados por sus propiedades hidratantes y formadoras de

peliculas (28).
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1.2.1. Ruta metabdlica:

El proceso metabolico de los EPS puede abarcar diversas fases, que incluyen la
activacion de los precursores (principalmente glucosa), la extension de la cadena de

polimero y la alteracion posterior para crear la estructura especifica (29)(30).

Por lo general, la produccion de betaglucanos requiere la participacion de enzimas
determinadas, como las glucosiltransferasas y glucanasas, las cuales catalizan la

conexion de moléculas de glucosa para crear las cadenas de betaglucano (31).

Estas enzimas actGan sobre los sustratos presentes en la célula del microorganismo,
generalmente se trata de UDP-glucosa (uridina difosfato glucosa), como es el caso del

B-D-Glucano generado por Levilactobacillus brevis (32) (33).

En G. lucidum, la biosintesis de los polisacaridos se inicia con la transformacién de la
glucosa en glucosa-6-fosfato por accion de una hexoquinasa y la glucosa-6-fosfato en
glucosa-1-fosfato, una reaccion catalizada por la fosfoglucomutasa. Esta Ultima se
fusiona con uridina trifosfato (UTP) debido al efecto de la UDP-glucosa pirofosforilasa,
generando UDP-glucosa. Este nucleétido glucosidico actia como sustrato para la $-1,3
glucano sintasa, la enzima encargada de catalizar la polimerizacion de las unidades de
UDP-glucosa en cadenas B-1,3-glucano, constituyendo el esqueleto fundamental de los
polisacaridos generados por este hongo (Figura 2). La 3-1,3-GLS realiza el proceso de
transmision de glucosa desde el donante UDP glucosa hasta la cadena de glucano en
expansion mediante enlaces B-1,3-glicosidicos. Esta es una enzima esencial en la

biosintesis de polisacaridos (34).

Una vez sintetizados, los exopolisacaridos experimentan una serie de cambios
enzimaticos, tales como la acilacion, acetilacion, sulfatacion y metilacion, que
modifican sus caracteristicas fisicas y quimicas. Estas modificaciones les facilitan
realizar tareas concretas tanto dentro como fuera de la célula. Luego, estos polisacaridos
alterados se llevan a la superficie de la célula a través de la accion de proteinas
transportadoras como las flipasas, las permeasas y los transportadores ABC.
Finalmente, son extruidos al entorno, creando estructuras como capsulas o estratos de
limo, debido a la accién coordinada de varias proteinas y procesos celulares. Estos
cambios y procedimientos de transporte son esenciales para establecer las propiedades
y funciones de los exopolisacaridos en los microorganismos (35).
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Translocacion / transporte activo Paso 1: Absorcion

ATP

Hexoquinasa Paso 2: Metabolismo

ADP Glucosa 6P
Fosfoglucomutasa l
Glucosa 1P

i UDP-glucosa pirofosforilasa
Vias
catabélicas - --- UDP-Glucosa

paraenergia Paso 3:Polimerizacion

GLS l Polimerizacion

Vias anabdlicas (biosintesis de
polisacaridos)

l

Polisacaridos

Paso 4:
Modificaciony

Transportadores ABC* Exudacidn liberacion

Exopolisacaridos

Figura 2. Biosintesis de glucosa hasta la obtencion de EPS (*Se suele considerar no solo a

Transportadores ABC, sino también flipasas, permeasas entre otros). Adaptado de (35)

1.2.2. Composicién

Los EPS también forman parte de un conjunto significativo de atributos
fisiologicamente activos, y generalmente se les conoce como modificadores de la
respuesta bioldgica (MRB). Hoy en dia, el analisis de la estructura y la bioactividad de
los B-D-glucanos se enfoca en su actividad en la MRB. Dentro de las caracteristicas
estructurales mas destacadas se incluyen las composiciones de monosacéridos, la
presencia de enlaces glicosidicos, las estructuras de cadenas principales y ramificadas,
ademas de los tipos y cantidades de reemplazos. Los enlaces glicosidicos de la cadena
principal pueden ser de un solo tipo o una mezcla de a-(1—3) glucano, a-(1—6)

glucano, manano y galactosano, con a, B-glucanos u otros enlaces (36).

Las cadenas principales de los EPS consisten principalmente en 3-D-Glcp y algunos a-
D-Galp, y tendra actividad antioxidante si la cadena lateral tiene 3-D-Glcp, y tendréd

actividad inmunomoduladora si la cadena lateral tiene a-L-Fucp (36).
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Los EPS exhiben una notable variedad estructural, lo cual se manifiesta en sus distintas
formas de secrecion y composicion. Es posible que generen capsulas adheridas a la
pared celular o que sean liberadas al medio como sustancias de viscosidad. Respecto a
su composicion, pueden clasificarse como homopolisacaridos, compuestos por un solo
tipo de monosacarido (como el curdlan), o heteropolisacaridos, compuestos por una
diversidad de monosacaridos. Estos Ultimos pueden incluir azticares comunes (glucosa,
galactosa, fructosa) y otros més raros (ramnosa, xilosa, fucosa, manosa), asi como
acidos urénicos y aminoazUcares. Ademas, en funcion de su estructura, los EPS pueden
ser lineales (como el pululano) o ramificados como es el caso de G. lucidum. En la

Figura 3, podemos observar ejemplos de cada tipo de estructura (37).

a C
CH,OH CH,OH
o Hy CHOH CHOH
OH 0 OH 0 o 0 :
OH C ) 0= oH 3
OH \(.u: CHOH CHOH
0 O OH OH OH i) ) i
OH — on 0= on
OH
OH OH Ol
OH OH
Curdlan Pullulan
b CH,OH CH,OH d %—0
OH, ) o,
HO'
HO
B
* C
HC OH g o
T ) HO
HO OH
OH ol . oo
COOH ot 2 on
OR’ i HO
C E
), ] ° F o " 9
OH 0—oH T N ~
OH A D ®
OH H HO ~an
HO
OH
Xanthan EPS-W1

Figura 3. Estructuras quimicas de los EPS, incluidos homopolisacaridos [por ejemplo,
curdlan (a)]; heteropolisacaridos [por ejemplo, xantano (b)]; polisacaridos lineales [por
ejemplo, pululano (c)]; y exopolisacaridos ramificados [por ejemplo, EPS de Lactobacillus
plantarum (d)] (37).

En cuanto a la estructura de los polisacaridos identificados en el G. lucidum, se observa
una columna vertebral de residuos de D-glucopiranosilo B-(1—3)-vinculados, con
ramificaciones de cadenas laterales de mono-, di- y oligosacaridos (Figura 4). Los
estudios indican que el grado de sustitucion de la cadena principal y la longitud de las
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cadenas ramificadas son factores clave para determinar las actividades bioldgicas de
los B-(1—3)-glucanos. Estos hallazgos resaltan la importancia de comprender la
estructura detallada de los EPS para aprovechar sus propiedades antioxidantes,

antitumolares e inmunomoduladores en aplicaciones biotecnolégicas (36).

“H.OH
O
a B,
HO 1

A HO
“H,OH

b HO- CH,0OH
HO
3 0
Ho \/p
H

Figura 4. Estructura de EPS encontrados en G.lucidum. a) Estructura ciclica de proyeccion
Haworth; b) Estructura de conformacion de silla c) Estructura tridimensional de McMurry
(38)

1.2.3. Propiedades

Los EPS pueden tener una procedencia bacteriana o fungica, ademas han sido
categorizados acorde a su funcién como (i) constructivas o estructurales, (ii) de sorcion,
(iii) superficiales, (iv) activas, (v) informativas, (vi) redox-activas, y (vii) nutritivas
(39).

Estos juegan un rol crucial en el desarrollo y la estabilizacion de biopeliculas. Respecto
a sus caracteristicas bioldgicas, las visiones acerca de los EPS hacen referencia a
aplicaciones como  antitrombdticos, anticoagulantes,  inmunomoduladores,
anticancerigenos y biofloculantes (39).

En general, los EPS estan muy bien considerados para aplicaciones en los sectores de
salud, tecnologia e industria alimentaria. Debido a la diversidad de cepas bacterianas
que producen EPS, existen grandes variaciones moleculares, asi como en la
complejidad del mecanismo por el que se producen los cambios fisicos y los efectos
bioactivos. (40).
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Por su parte, los EPS son ideales para la industria de la alimentacién debido a sus
excelentes caracteristicas emulsionantes, sobrepasando a los comerciales. Esto lo hace
adecuado para su uso en productos alimenticios que requieren emulsiones estables,
como aderezos Yy salsas; asi como actividades antioxidantes, que pueden proteger los
alimentos del dafio oxidativo. Esta caracteristica resulta ventajosa para incrementar la
durabilidad y la calidad nutricional de los alimentos (41).

Asimismo, posee propiedades favorables como menor viscosidad, mayor solubilidad,
y fuerte absorcion de humedad comparado al quitosano y la urea, lo que lo convierte en
un candidato prometedor para diversas aplicaciones en las industrias alimentaria y

cosmética (42).

Estos hallazgos resaltan la importancia de comprender la estructura detallada de los
EPS para aprovechar sus propiedades antioxidantes e inmunomoduladoras en

aplicaciones biotecnologicas (36).

1.2.4. Microorganismos que producen EPS

Tabla 2. Resumen de principales microorganismos productores de EPS.

Microorganismo Propiedad del EPS Bibliografia
Lactobacillus Beneficios para la salud, incluyendo efectos (43)
rhamnosus antioxidantes, proteccion contra Ulceras,

propiedades antitumorales y capacidad para
modular el sistema inmunologico. La
funcién inmunomoduladora de estos EPS se
atribuye principalmente a su capacidad para
estimular la produccion de citoquinas como
IL-6, IL-12, IFN-y y TNF, lo que a su vez
favorece el proceso de fagocitosis

Aureobasidium Las peliculas hechas de pululano exhiben (44)
pullulans excelentes propiedades mecanicas,
incluyendo resistencia y elasticidad. La
adicion de componentes como la goma
xantana y el glicerol mejora aun mas estas

propiedades, haciendo que las peliculas sean
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mas duraderas y flexibles, ademas estas no
son toxicas las cual las haria ideales para

conservacion en la industria alimentaria.

Rhodopseudomonas  Ventajas significativas para promover el (45)
palustris crecimiento de las plantas, controlar
enfermedades y plagas, y proporcionar una
alternativa  estable 'y natural para
aplicaciones agricolas. Estos beneficios
contribuyen a practicas agricolas mas

sustentables y mejores rendimientos de los

cultivos.
Leuconostoc Proporcionan beneficios metabdlicos al (46)
mesenteroides mejorar el metabolismo de la glucosa,

mantener el equilibrio energético, producir
acidos grasos beneficiosos de cadena corta,
alterar el  microbiota intestinal vy
potencialmente  prevenir  enfermedades
relacionadas con el estilo de vida. Estos
hallazgos subrayan la importancia de los
componentes dietéticos en la promocién de
la salud y la prevencion de trastornos

metabolicos.

Pleurotus sapidus Prevencion de la formacion de coagulos (47)
sanguineos, lo cual es crucial para la salud
cardiovascular, mejora los perfiles lipidicos
hepaéticos, demostrd propiedades
antitumorales significativas. Prometedores
para futuras investigaciones y posibles

aplicaciones terapéuticas en medicina.
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1.2.5. Funcién bioldgica del EPS en el hongo

Los exopolisacaridos cumplen una serie de funciones, la mayoria relacionadas con la
proteccion. Una matriz de material polimérico extracelular protege a los
microorganismos de los antimicrobianos, de condiciones de aridez, estrés osmotico,
fagocitosis, cambios de pH extremos y algunos agentes quimicos, como los metales
pesados (48) (49).

Los materiales exopoliméricos tienen las siguientes propiedades Utiles: adhesion,
agregacion, actividad aglutinante, cohesion, aceptor o donante de electrones, energia y
fuente de nutrientes, actividad enzimatica, exportacion de componentes celulares,
barrera protectora, retencion de agua, sorcion y transmision de informacion genética
(48).

Los polisacéridos extracelulares juegan un papel importante para resistir la toxicidad
de los metales pesados y mantener la estabilidad de las membranas celulares. Los
componentes poliméricos extracelulares de hongos pueden quelar metales peligrosos
(por ejemplo, Pb, Zn y Cu). La hematites podria ser hidrolizada por el hongo T.
guizhouense y convertirse en minerales secundarios, también las hifas fungicas se

consideran redox-activas y alteran el estado redox local del Fe (48).

En entornos anaerobios, los EPS desempefian un papel multifuncional como
biopolimero. Cuando los EPS forman una capa viscosa alrededor de las células, generan
una barrera fisica que resguarda a los microorganismos de las variaciones del entorno
y promueve la retencion de agua. Adicionalmente, la estructura porosa de los EPS
facilita la dispersion de nutrientes y metabolitos, promoviendo el desarrollo y la

supervivencia del hongo en situaciones de escasez de oxigeno (50).

Por otro lado, la utilizacién de campos eléctricos pulsados impacta en la generacion de
EPS al incrementar la permeabilidad celular, modificar el peso molecular y estimular

los procesos metabdlicos, todo ello manteniendo la viabilidad celular (51).

1.2.6. Técnicas de caracterizacion del EPS

1.2.6.1.FT-IR
La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR por sus siglas en inglés)
es una técnica espectroscopica de analisis que emplea una seccidon del espectro
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electromagnético, especificamente, longitudes de onda entre 4000 a 400 cm . Esta area
corresponde al “Infrarrojo Medio”, por lo que la técnica también es conocida por este
nombre (52).

Este espectro proporciona datos Gtiles acerca de la composicion monomérica, ademéas
de detectar la existencia de grupos funcionales particulares en el EPS, como los grupos
carboxilo e hidroxilo. Estos grupos son relevantes dado que se consideran que aportan
a la capacidad de retencion de agua (WHC) del polisacéarido, una caracteristica
relevante para sus posibles usos (52).

Ademas, la FTIR posibilita la comparacion de muestras desconocidas con estandares,

lo que simplifica la deteccion de los exopolisacaridos (53).

1.2.6.2.HPLC

La cromatografia liquida de alta eficiencia es un método analitico esencial que facilita
la separacion y analisis de una extensa gama de compuestos en combinaciones
complejas. Su adaptabilidad la ha hecho una herramienta esencial en varias industrias,
desde la farmacéutica hasta la investigacion en el ambito forense (54).

Este procedimiento se fundamenta en el principio de interaccion diferencial entre los
analitos y una fase estacionaria, a la vez que son arrastrados por una fase movil. La fase
estacionaria, usualmente una columna encapsulada con particulas de silice alteradas
quimicamente funciona como una barrera selectiva, captando los componentes de la
muestra basandose en sus caracteristicas fisicoquimicas. La fase mdvil, que puede ser
un liquido orgéanico o acuoso, lleva la muestra a través de la columna y simplifica la
eliminacién de los analitos (55).

Para esta metodologia, es necesario hidrolizar la muestra, ya que es esencial para la
composicién monosacarida de los exopolisacaridos. Al romper los enlaces glicosidicos
a través de un proceso acido, se liberan los monosacaridos componentes, lo que facilita
su andlisis futuro. Es crucial identificar y medir estos monosacéridos para entender las

caracteristicas y el potencial de uso de los exopolisacaridos en diferentes areas. (56).
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1.3.Parametros fermentativos

1.3.1. Influencia de la glucosa y extracto de levadura

De acuerdo con investigaciones previas, las fuentes de carbono, nitrégeno y sales
inorganicas son las mas influyentes tanto el desarrollo de micelio de G. lucidum como

de la fermentacion. Tienen influencia directa en el peso molecular de los EPS (57)

Es importante sefialar que la utilizacion de glucosa como fuente es distinta a la
referencia a otro monosacarido, dado que los efectos y caracteristicas de los EPS futuros
se veran modificados, por ejemplo, si se emplea Xilosa, se podria lograr una correlacion
negativa en la produccion. (57).

1.3.2. Influencia de las sales

El crecimiento del micelio y la produccion de EPS se vieron inhibidos en los medios
suplementados con fosfatos de sodio, sugiriendo que estos iones no son adecuados para

la fermentacion sumergida de G. lucidum (58).

Tal como muestra Feng et al (57) en su estudio, logré una produccion de polisacaridos
de 1.98 g/L teniendo como sal fosfato monopotésico con una concentracion de 3 g/L,
la cual proporciond las condiciones ideales para la sintesis de polisacaridos

intracelulares, lo que lo convierte en la fuente de fosforo méas adecuada para este cultivo.

1.3.3. Condiciones ambientales

Las condiciones normales estudiadas para la fermentacion sumergida de G. lucidum son
el pH, la velocidad de agitacion y la temperatura, definiendo por ejemplo una
temperatura célida (de 26 a 30°C) (59). Sin embargo, es necesario tener en cuenta el
clima del lugar de origen de la cepa y considerar alguna variacion evolutiva en
contraposicion a las cepas de origen asiatico y si tiene algun efecto en su crecimiento a

nivel laboratorio.
1.4. Disefio experimental

1.4.1. Metodologia de Superficie de respuesta

La Metodologia de Superficie de Respuesta (MSR) es un grupo de métodos estadisticos
disefiados para entender y optimizar los procesos, al examinar la manera en que diversas

variables independientes (factores) afectan una o varias variables de respuesta. La MSR
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se fundamenta en una metodologia secuencial experimental. Conforme recolectamos mas
informacidn, mejoramos nuestro modelo y elaboramos experimentos mas concretos para
investigar las areas més alentadoras del espacio de disefio. Este procedimiento iterativo
nos facilita aproximarnos progresivamente a la mezcla ideal de factores que maximiza (o
reduce) nuestra respuesta de interés (60,61).

El principal beneficio del Disefio de Box Behnken es que ofrece la cantidad adecuada de
perfiles para evaluar la capacidad de ajuste y posee una estructura de disefio esférica, lo
que significa que todos los puntos limite estan a una distancia de raiz cuadrada de 2 desde
el nucleo del disefio y no se toman en cuenta puntos situados en posiciones mas distantes.
Esto le da al investigador una ventaja en situaciones en las que no se consideran las

predicciones mas extremas (62,61).
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CAPITULO II
2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Lugar de ejecucion
Los ambientes utilizados para la etapa de investigacion fueron el Laboratorio de
Bioprocesos (F-405), Laboratorio de Materiales (F-406) y el laboratorio multidisciplinario
del vicerrectorado de investigacion E-406 de la Universidad Catolica de Santa Maria

(UCSM) en la provincia de Arequipa, departamento de Arequipa, Perd.

2.2. Materiales.

2.2.1. Material biologico

La cepa pura de Ganoderma lucidum fue donada por el laboratorio de bioprocesos de
laUCSM vy fue aislada de la tierra en el Valle Sur de la ciudad de Andahuaylillas, Cusco,

Peru.

2.2.2. Reactivos quimicos

Reactivos para medio de cultivo: Glucosa, Extracto de levadura, Fosfato monopotéasico
(KH2PO4), Sulfato de magnesio heptahidratado (MgSOs *7 H20) los mismos que

fueron de grado analitico adquiridos de Sigma Aldrich Inc.

PDA (Potato dextrose agar), etanol al 96%, solucion de Hidroxido de sodio (NaOH) y
de Acido clorhidrico (HCI) se obtuvieron de Sigma Aldrich Inc. y se utilizaron sin

ningun tratamiento adicional.

2.2.3. Materiales de laboratorio

e Tubos de ensayo, beakers, matraces, fiolas, probetas de vidrio de distintos volumenes,
crisoles.

e Tubos falcon de 15y 50 mL, tubos eppendorf de 2 mL.

e Micropipetas de 200, 1000 y 5000 uL

e Desecador

e Picetas, cucharas, espatula, mortero y gradillas.

e Celdas rectangulares de cuarzo Spectrosil 10 mm VWR.

e Jeringas de 1 mL, filtros de jeringa de nylon de 0.22 um, Millex-GV, viales de vidrio
de 1.5 ml, para HPLC.
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2.2.4. Aparatos y equipos

e Espectrofotometro GENESYS ™ 180 UV-Vis (Thermo Fisher Scientific).
e pH-metro portatil STARTER300 (OHAUS).

e Balanza analitica Adventurer (OHAUS).

e Analizador de humedad Mettler Toledo HE73

e Bafio de enfriamiento (DAIHAN Scientific).

e Vortex VWR 10153-814

e Estufa de secado y esterilizacion analogica (BINDER).

e Caocinilla eléctrica.

e Autoclave Wisd WAC - 60 (WITEG Labortechnik).

e Campana de extraccion de gases (HNG).

e Incubador VELP Scientifica

e Refrigerador llumi

e Incubadora con agitacion LBX S50L.

e Digestor Spectroquant TR 420

e Centrifuga Gemmy PLC-03

e Microcentrifuga eppendorf minispin plus

e Cromatografo Liquido de Alto Rendimiento (HPLC), Thermo Scientific Ultimate 3000.
e Equipo de FTIR, Thermo Scientific Nicolet Summit FTIR Spectrometer.

e Accesorios para equipo FTIR, Specac.
2.2.5. Software

e Software Design-Expert 13.0.

e Origin Pro

e Minitab Statistical
e OMNIC Paradigm Desktop Software
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2.3.Métodos

2.3.1. Preparacion del inoculo

Se prepararon 10 placas de agar PDA y se realizo un repique a partir de la cepa pura de
Ganoderma lucidum obtenida en Andahuaylillas, Cusco, Perd. Estas placas se
incubaron por 7 dias a 28°C y se almacenaron a 4°C para posteriormente ser usadas
como inoculo para los ensayos de fermentacion (63) (64).

2.3.2. Condiciones de cultivo

En el cultivo se evaluo el efecto de las variables de concentracion de glucosa como
fuente de carbono; concentracion de extracto de levadura como fuente de nitrégeno; pH
inicial del medio, temperatura y velocidad de agitacion en 3 niveles como se muestra
en la Tabla 3. Estos niveles se definieron a partir de investigaciones precedentes
(63,65).

El medio se prepard en matraces de 100 mL con 50 mL de medio, basado en los medios
de fermentacidn sumergida propuestos en reportes previos (58,66-68), compuesto por
glucosa, extracto de levadura, KH2PO4 (1g/L), MgSO4*7H20 (1.5 g/L) y agua
destilada. Este medio se autoclavo a 121°C y 15 psi, posteriormente se sembrd un
inoculo de 4 discos de agar/micelio de 5 mm de diametro (figura 5b) y se dejo en
incubacién por 6 dias en las diferentes condiciones establecidas en la Tabla 3. El pH
del medio fue ajustado utilizando Acido clorhidrico 3N y 1N e Hidréxido de sodio 1N
y 0.5N.

Tabla 3. Variables de estudio y sus respectivos niveles

Factor Niveles
Concentracién de 20 g/L
glucosa 35¢/L
50 g/L
Concentracion de 2g/L
extracto de levadura 59/L
8g/L
Temperatura 24°C
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28°C
32°C

Velocidad de agitacion 100 rpm

Figura 5. Proceso de produccion de EPS por Ganoderma lucidum: a) Indculo inicial, b)

Preparacion del medio; c) Incubacion.

En cada ensayo, las muestras fueron obtenidas periddicamente para el analisis de EPS y
concentracion de azUcares. Para azUcares el método utilizado fue el de HPLC. Para ello, se
reservd 1 mL de medio cada 24 horas durante 8 dias. Las muestras fueron diluidas en agua
destilada y filtradas por un filtro de 0.22 um a viales de 1.5 mL. que fueron enviados al
equipo (figura 6) para la evaluacién de concentracion de azlcares, que en este caso fue
unicamente glucosa. Para el andlisis se utilizé un equipo HPLC UltiMate™ 3000 LC de
Thermo Fisher implementado con un detector de indice de refraccion. Se emple6 una
columna HyperRez de 7,7 mm de diametro y 300 mm de longitud, con muestreador

automatico y un volumen de inyeccion de 20 pL (69).
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Figura 6. Equipo (HPLC) utilizado para el analisis de azUcar

2.3.3. Produccioén de exopolisacaridos y determinacion de la cinética de crecimiento

Las muestras obtenidas en el dia seis fueron centrifugadas a 10 000 rpm por 10 minutos,
obteniéndose un precipitado (biomasa) que fue secado a 60°C por 12 horas para
posteriormente calcular el peso seco de la biomasa (65).

La fraccidn liquida fue precipitada con 3V de etanol al 96% 4°C por 24 horas conforme
lo reportado por Wan Mothar et al. (65). El polimero precipitado fue recuperado por
centrifugacion a 10 000 rpm por 15 minutos y secado a 60°C por 4-6 horas para calcular
la produccién de EPS. Este procedimiento se muestra en la figura 7. Para validar los
resultados del peso seco de la biomasa y del EPS, se analizé el porcentaje de humedad

en el analizador de humedad Mettler Toledo HE73 a una temperatura de 105°C.

Figura 7. a) Determinacién de la biomasa en pirotines de aluminio y b) precipitacién de

exopolisacaridos en etanol al 96%.
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Figura 8. a) Preparacion de la muestra y b) Analisis de humedad de biomasa

Por otro lado, se prepararon 8 matraces de medio de cultivo, ajustando las condiciones de la
siguiente forma: 20 g/L de glucosa, 5 g/L de extracto de levadura, pH 6, a 28°C y 150 rpm en
donde se determind la concentracion de la biomasa y EPS luego de 2, 4, 6 y 8 dias por
duplicado. Esto con el fin de determinar la cinética de crecimiento microbiano y confirmar que
la mayor produccion de EPS ocurre al sexto dia de fermentacion.

2.3.4. Maximizacion de la produccién de biomasa y EPS con Superficie de

Respuesta

A partir de los resultados obtenidos experimentalmente en las pruebas anteriores, se realizd
una prueba de Tukey para determinar la significancia de las variables y se determinaron las tres
condiciones que influyeron significativamente en la produccion de biomasa y EPS:
concentracion de glucosa, concentracion de extracto de levadura 'y pH.

Para la optimizacion de las condiciones de fermentacion, se trabajo con el disefio experimental
Box-Behnken utilizando el software Software Design-Expert 13.0 (stat-Ease, Inc., USA) en el
cual se elabord un modelo empirico que describe a las variables de respuesta (biomasa y EPS)
en funcién del pH, las concentraciones de glucosa y de extracto de levadura. La optimizacién
se llevo a cabo mediante el uso de la funcion de optimizacion numérica del software, generando
3 niveles para cada factor (-1 0y 1) (66) (70).

Se desarrollaron asi 12 experimentos y 4 puntos centrales, generando 16 corridas en total.

Los 16 ensayos fueron llevados a cabo en matraces de 100 mL con 50 mL de medio,
manteniendo las concentraciones de sales mencionadas en los primeros experimentos.
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2.3.5. Caracterizacion del EPS

Se realizaron dos procedimientos de caracterizacion. Por una parte, el método FTIR
posibilito determinar los grupos funcionales del exopolisacarido; en cambio, el método
HPLC permitié examinar los mondémeros que constituyen dicho EPS. Para alcanzar este
objetivo, se purificaron las muestras obtenidas al disolverlas en agua caliente hasta que
no presentaran solidos. Después, se centrifugaron durante 10 min a 10000 rpm para
eliminar impurezas y posibles trazas de la biomasa. Luego, el sobrenadante se
resuspendid en etanol 3V por 24 horas, se centrifugd la muestra para, finalmente llevar
el precipitado a secado en la estufa a 60°C durante 6 horas, de acuerdo con Sun K et al.
(71).

Una fraccion del EPS fue analizada en el FT-IR, para lo cual se pulveriz6 hasta obtener
un polvo fino color crema. Para llevar a cabo esta técnica, se compactd una pastilla de
50 mg de Bromuro de potasio (KBr), previamente secado en la estufa a 105°C por 1
hora, que fue usado como blanco al ser transparente al IR y pastillas de 50 mg de KBr
y 0.5 mg de la muestra pulverizada. Las pastillas se realizaron al pulverizar el blanco y
las muestras con un mortero de &gata y se compactaron con el prensador. Se leyo las

muestras con 32 barridos para evitar presentar ruido en los resultados.

Figura 9. Equipo de FT-IR; a) prensador; b) KBr y c) accesorios.

A otra fraccién del EPS se le realizd un procedimiento de hidrélisis acida para
determinar la composicion de monosacaridos por HPLC segin Ge Z et al. (72).

Para la hidrolisis, se realiz6 una modificacion del protocolo propuesto por Levander F.
et al. (73), para lo cual se hidrat6 10 mg de muestra con 250 pL de agua destilada y se
le afiadié 250 pL de HCI 10 M en tubos de vidrio que se llevaron al digestor a una

temperatura de 100°C por 45 minutos.
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Luego de este tiempo la muestra se seco en la estufa por 30 minutos a 60°C y se le
afiadié 1 mL de agua para disolver la muestra y filtrarlo en viales de HPLC para el

respectivo analisis mostradas en la figura 10.

AT i e “a

Figura 10. Hidrdlisis &cida del EPS para analisis en HPLC

2.3.6. Analisis estadistico

Todos los ensayos de las condiciones de cultivo se hicieron por triplicado y se les aplic
las pruebas de normalidad, homocedasticidad e independencia, asi como las
comparaciones en pareja de Tukey en el software Minitab Statistical. Mientras que el
analisis de los resultados de los ensayos se realizé en el Software Design-Expert 13.0.
en donde se utilizé un modelo cuadratico y se realizo de igual manera las pruebas de
normalidad, homocedasticidad e independencia. Asimismo, se obtuvo los diversos

graficos de superficie de respuesta (RSM).
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2.3.7. Diagrama de flujo de actividades.

Seleccidn de la cepa de
Ganoderma lucidum

Preparacion del indculo

>

Determinacion de las
condiciones éptimas para
la fermentacion

V/
Experimentacion Evaluacion de la biomasa S Definir factores mas
fermentacion sumergida y EPS producidos influyentes
\
Aplicacion de la
Metodologia de Fermentacion sumergida Recoleccion y
Superficie de Respuesta con factores i almacenamiento de

(MSR) y el disefio de
Box-Behnken

maximizados

muestras

W

Caracterizacion del EPS
por FTIRy HPLC

Andlisis estadistico

Figura 11. Diagrama de flujo de actividades.
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3. RESULTADOS Y DISCUSIONES

3.1.Establecimiento de condiciones de cultivo

Se estudié el impacto de las cinco variables de cultivo valoradas en la generacion de biomasa
y EPS por G. lucidum, registrando la concentracion de cada muestra. Para la biomasa, el
porcentaje de humedad alcanz6 el 0.60% y un 2.4% para la muestra de EPS. Los datos
obtenidos se analizaron para identificar los tres factores mas influyentes y, a partir de ellos, se

realizé el disefio experimental utilizando el método de Box-Behnken.

A estos resultados se les aplicé la respectiva prueba de normalidad y homocedasticidad como

se visualiza en el Anexo 1 (Figuras 22 — 26) y Anexo 2 (Figuras 27-36), respectivamente.

En la Figura 11a se observa el efecto de la concentracion de la glucosa sobre ambas variables
de respuesta, obteniéndose la mayor produccion de biomasa con una concentracion inicial de
glucosa de 50 g/L en el medio, mientras que la mayor produccion de EPS fue a una menor
concentracion de glucosa (20 g/L). Investigaciones recientes asocian una mayor produccion de
biomasa y polisacaridos con la concentracion inicial de glucosa, por ejemplo, en una
investigacion reportada por Hassan et al. (66), la mayor produccién de biomasa fue de 3 g/L y
se logré con una concentracion inicial de glucosa de 50 g/L. Sin embargo, a partir de este
precedente se buscé la optimizacion de otros parametros y se disminuyd progresivamente la
fuente de carbono en las investigaciones posteriores. Por ejemplo, una investigacion reciente
agrega Unicamente 14 g/L de glucosa en su medio de fermentacion, pero afiade diferentes
fuentes de nitrogeno y un surfactante como Tween 80 para obtener finalmente una produccion
de 15.13 g/L de biomasa y 0.90 g/L de EPS de G. lucidum (74). Asi se determiné que, para la
cepa nativa de Perl, no es necesario aplicar altas concentraciones de glucosa para la

maximizacién de EPS, Unicamente de la biomasa.

En el caso de la influencia de la concentracion de extracto de levadura, en la Figura 11b se
observa que una concentracion de 8 g/L de extracto de levadura influyé negativamente en la
produccion de biomasa y una concentracion de 2 g/L permitié la mayor obtencidn de esta pero
una produccion escasa de EPS; mientras que un nivel medio (5 g/L) obtuvo la mayor
produccién de EPS vy, a su vez, una alta produccién de biomasa. En el estudio de Liang Xu et
al. (75) se utilizé una concentracion inicial de 5 g/L de extracto de levadura logrando una
produccion maxima de 1.55 g/L de EPS al cabo de 15 dias de G. lucidum. Para este estudi6 el
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autor no considerd la biomasa. Por otro lado, Yang et al. (76) realizé un estudio en donde usé
una concentracion de extracto de levadura de 2 g/L, pero afiadié otras fuentes de nitrégeno
como triptona 5g/L y Tween 80 como surfactante, el cual ayuda a la absorcion de nutrientes
para una mayor produccion de EPS y biomasa, obteniendo asi una concentracion final para
biomasa (7.24 g/L) y EPS (1.33 g/L). Ademas, en 2022 Liu et al. (57) reportd el uso de diversas
fuentes de nitrogeno entre ellas, polvo de levadura, extracto de levadura y peptona junto a
diferentes concentraciones de glucosa (20, 50 y 70 g/L) donde obtuvo que para una
concentracion de glucosa de 20 g/L el uso de peptona resulto en la menor produccion de EPS
con 1.97 £ 0.14 g/L es por ello que, en la presente investigacion, se descarto el uso de peptona

como fuente de nitrégeno.

El efecto de la temperatura se detalla en la Figura 11c, donde a 32°C se obtuvo la menor
cantidad de produccién de EPS y biomasa, lo que indica una posible inhibicion del crecimiento.
A una menor temperatura se obtuvo mayor cantidad de biomasa, pero minima produccion de
EPS, mientras que a la temperatura de 28°C se obtuvo la mayor cantidad de EPS y un valor
significativo de biomasa. Diversos reportes indican la temperatura ideal para la fermentacion
de G. lucidum a los 28°C (76,77). Sin embargo, algunas investigaciones indicaron que
temperaturas mas bajas (22-24°C) influian en una mayor produccion de EPS (74), por lo cual
se vio necesario hacer este analisis. En la presente investigacion, sin embargo, al trabajar a una
temperatura de 24°C no se observo una mayor obtencion de EPS, si no que una mayor cantidad

de biomasa y se confirmaron los reportes de 28°C como temperatura ideal.

Por otro lado, se observo que un pH més acido gener6 la mayor produccion de biomasa 'y EPS,
como se ve en la Figura 11d, donde un pH de 8 afectd negativamente la produccion de ambas
variables de respuesta y un pH de 4 favoreci6 el crecimiento de la biomasa y no disminuyo la
produccidn de EPS respecto al pH natural del medio (6). Por ejemplo, la investigacion de Li et
al (75) que empled un pH 7 y registr6 7 g/L de biomasa, corroborando los resultados de nuestra
investigacion. Por otro lado, F. Asadi et al. (63) report6 que la mayor obtencion de EPS (3.35
g/L) en un co-cultivo de G. lucidum y P. ostreatus fue con un pH inicial de 5y un pH final de

4.94, que coincide con la presente investigacion para el caso de un monocultivo.

Por altimo, la velocidad de agitacion a 150 rpm favorecié la produccion de EPS (Figura 11e)
sin afectar la produccion de biomasa, como fue el caso cuando se aplico una velocidad de 200
rpm. Por otro lado, una menor velocidad de agitacion como 100 rpm favorecio la produccion
de biomasa, pero disminuyé la de EPS. Estos resultados coinciden con lo reportado por A.
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Umar et al. (78), donde estudia el efecto de la velocidad de agitacion en la morfologia de otra
especie de Ganoderma multistipitatum y se observé que a 200 rpm en condiciones aerobicas
se dafia el micelio del hongo. Por otro lado, Pessoa et al (79) reportd que una baja velocidad de
agitacion favorecia la produccion de biomasa logrando una produccion de 7 g/L que es un valor
que se ha logrado superar en el presente trabajo de investigacion, alcanzando una produccion
de 12.12 g/L.

Asi, los factores con una mayor significancia sobre la produccion de biomasa y EPS para llevar
al disefio Box-Behnken fueron la concentracion de glucosa, concentracion de extracto de
levadura y pH. A estos factores, ademas, se les realiz6 comparaciones multiples de Tukey. Se
observa que las medias para la obtencion de biomasa son significativas al tener las
agrupaciones de a, b y ¢c como se puede apreciar en la Figura 11a, 11b, y 11d encima de las
barras. Para el caso del EPS también existe una diferencia significativa de al menos una de las
medias. Los resultados obtenidos en esta prueba de ANOVA se observan en el Anexo 3
(Figuras 37-47) (Tablas 10-29).
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Figura 12. a) Produccion de EPS y biomasa respecto a la concentracion de glucosa en g/L, b)
Produccion de EPS y biomasa respecto a la concentracion de extracto de levadura en g/L, c)
Produccion de EPS y biomasa respecto a la Temperatura en °C, d) Produccion de EPS y

biomasa respecto a pH, e) Produccién de EPS y biomasa respecto a Velocidad de agitacién
(rpm)

3.2.Curva de crecimiento

Para conocer la cinética de crecimiento de la cepa G. lucidum, se evalu6 el consumo de glucosa
como principal fuente de sustrato frente a la produccion de biomasa y de EPS como producto,

por un tiempo de 8 dias, como se observa en la Figura 13.

Por un lado, se determind el valor de Qp (productividad volumétrica, g/L.dia) de EPS, es decir,
la cantidad de EPS generado por unidad de volumen y tiempo. Durante el sexto dia se obtuvo
un valor de 0.316 g/L/dia, lo que representa un valor importante en la etapa inicial de
produccion. Por ello se infiere que la fase exponencial y la productividad méxima se da entre
los dias 4 y 6, periodo en el que se registran las mayores cantidades de EPS y coincide con
reportes anteriores que indican una fase exponencial y mayor concentracion de EPS a los 6 dias
de fermentacion (63). A su vez, se determind que el parametro de pmax para la biomasa fue
también al dia 6 con un valor de 0.3527 dia?, sin embargo, al octavo dia, observamos un
descenso en p, lo que sugiere que la biomasa ha dejado de crecer y podria estar atravesando
una fase de decaimiento, debido al consumo total del sustrato.

Por otro lado; Y ws muestra el desempefio de la biomasa en relacion con el sustrato utilizado.
Este desempefio es elevado (0.3977 g biomasa/g sustrato), lo que sefiala una adecuada
transformacion de sustrato en biomasa durante los 8 dias de estudio. Ademas, Y ps muestra que
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los microorganismos también transforman el sustrato en EPS. Este rendimiento (0.0901 g
EPS/g sustrato), puede incrementarse durante los dias subsiguientes, tal como se refleja en la

produccion total de EPS.

20 +
18

16

14 -
1 —e— [Glucosa]
12‘_ —— [Biomasa]
10d —— [EPS]

Tiempo (d)

Figura 13. Curva de crecimiento de G. lucidum. Consumo de glucosa, produccién de
Biomasa y de producto (EPS) en funcion de tiempo.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




A ¢ - UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE §.CATOLICA

TESIS UCSM =2 DE SANTA MARIA

3.3.Consumo de glucosa

Adicionalmente, en esta primera parte de la investigacion, se evalué el efecto de cada factor
sobre el consumo de glucosa. Los resultados se presentan al determinar la concentracion de

glucosa del medio por la técnica de HPLC cada 24 horas por un tiempo de 8 dias.

Para el caso de la glucosa, como se observa en las Figuras 13 a, cuando la concentracion inicial
fue de 20 g/L, el consumo de glucosa fue uniforme hasta llegar a consumirse un 79.84%,
mientras que, al aumentarse la concentracion inicial de 50 g/L, el consumo fue mas lento,
alcanzando apenas el 23.83% de consumo a los 8 dias de cultivo, por lo mismo se observé una
baja produccion de EPS. Con una concentracion de 20g/L de glucosa se alcanzd una S
velocidad de consumo de sustrato (rs) de -3.476 g/L. dia, teniendo en cuenta que fue la mayor
de todas para el dia 6 corroborando asi que en este dia se da el mayor consumo, asi como la

mayor produccion de Biomasa y EPS.

Para la concentracion inicial de extracto de levadura (Figura 13b) (Figura 48 - Anexo 4), no se
detectd un impacto notable en el consumo de glucosa. Esto se debe a que, en los tres ensayos,

el consumo fue homogéneo y alcanz6 el 75-95% del consumo total.

Se observo el mismo comportamiento para el pH inicial, tal como se ilustra en la Figura 13c,
en la que el consumo es constante hasta alcanzar un 80-98% de consumo total durante los 8
dias de cultivo. Esto sugiere que el pH influye positivamente en el crecimiento y metabolismo
de G. lucidum, ya que a un estrés &cido se estimulé una mayor produccién de EPS, como se
report0 previamente que un pH acido induce a una mayor produccion de exo Yy

endopolisacaridos de G. lucidum (80,81).

Por el contrario, se determin0 que el efecto de una temperatura de cultivo elevada como 32°C
fue negativo sobre la produccién de biomasa y el EPS ya que el consumo fue lento, irregular y
llegd a un 23.26% de consumo total, en cambio a 24 y 28°C (Figura 13d) el consumo fue
regular. Distintas investigaciones reportan un bajo crecimiento del micelio de G. lucidum a
temperaturas mayores a 28°C, por lo que también explica un menor consumo de glucosa
(66,82).

Para el caso de la velocidad de agitacion (Figura 13e), una velocidad de 100 rpm afectd también
negativamente el crecimiento del indculo y se observa el consumo de glucosa gque alcanza solo
al 23.59%.
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Figura 14. Consumo de glucosa determinado por HPLC en funcion de la concentracion inicial de

glucosa (a); concentracion inicial de extracto de levadura (b); pH inicial (c); Temperatura (d); y

velocidad de agitacion (e)
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3.4.Maximizacién de la produccion de biomasa y EPS

Se realizaron los 16 experimentos propuestos por el software Design Expert V 13.0 para
evaluar el efecto de la concentracion de glucosa, concentracion de extracto de levadura y del
pH sobre las dos variables de respuesta; concentracion de Biomasa en g/L y concentracion de
EPS en g/L (Tabla 4). Con los resultados obtenidos experimentalmente, se hizo el analisis

estadistico y se evaluo la Superficie de Respuesta.

Tabla 4. Ensayos propuestos por disefio experimental Box-Benhken

N° [Glucosa] [Levadura] pH [Biomasa] [EPS]
experimento g/L g/L g/L g/L
1 15 5 3 7.38 1.05
2 15 5 5 7.73 1.02
3 20 4 5 8.03 1.18
4 25 6 4 11.93 1.36
5 20 4 3 6.86 0.97
6 20 5 4 9.82 0.87
7 15 4 4 8.31 0.82
8 25 5 3 10.72 1.38
9 20 5) 4 9.92 0.72
10 20 6 5) 11.35 1.67
11 15 6 4 9.35 1.09
12 25 5) 5) 10.12 2.07
13 25 4 4 9.03 1.02
14 20 6 3 10.89 1.09
15 20 5 4 9.67 1.2
16 20 5 4 10.76 0.79

La prediccion del R?se obtuvo (0.89) con un R?ajustado de 0.74 para el ANOVA de la biomasa
como variable de respuesta. En la Tabla 5 observamos el valor F del modelo de 5,99 implica
que el modelo es significativo. S6lo hay un 2,06% de posibilidades de que un valor F tan grande
se deba al ruido.
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Los valores p inferiores a 0,0500 indican que los términos del modelo son significativos. En
este caso, la concentracion de glucosa con un valor p de 0.0206 y la concentracion de extracto
de levadura con un valor p de 0.005 son téerminos significativos del modelo. El valor F de falta
de ajuste de 3,67 implica que la falta de ajuste no es significativa en relacion con el error puro.
Hay un 15,71% de posibilidades de que un valor F de falta de ajuste tan grande se deba al ruido.
Por otro lado, una falta de ajuste no significativa es buena ya que queremos que el modelo se

ajuste.

Tabla 5. Andlisis de varianza (ANOVA) de los factores evaluados en la etapa de optimizacion

de componentes del medio de cultivo para produccion de Biomasa

Suma de B Promedio de Valor Valor

Fuente
cuadrados cuadrados F p
Modelo 30.09 9 3.34 599 0.0206 Significativo
A-[Glucosa] 10.19 1 10.19 18.25 0.0053
B-[Levadura] 15.93 1 15.93 28.52 0.0018
C-pH 0.2380 1 0.2380 0.4262 0.5381
AB 0.8649 i 0.8649 1.55 0.2598
AC 0.2256 1 0.2256 0.4039 0.5485
BC 0.1260 1 0.1260 0.2256 0.6516
A2 0.4658 1 0.4658 0.8339 0.3964
B2 0.0086 1 0.0086 0.0153 0.9055
C? 2.04 1 2.04 3.65  0.1047
Residual 3.35 6 0.5586
Falta de No
2.63 3 0.8778 367 0.1571
ajuste significativo
Error puro 0.7181 3 0.2394
Total 33.44 15

La prediccion del R? se obtuvo 0.86 con un R? ajustado de 0.66. En la Tabla 6 observamos el
valor F del modelo de 4,32 implica que el modelo es significativo. S6lo hay un 4,44% de

posibilidades de que un valor F tan grande pueda ocurrir debido al ruido.

Los valores p inferiores a 0,0500 indican que los términos del modelo son significativos. En
este caso, A, C, C2 son términos significativos del modelo. Los valores superiores a 0,1000
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indican que los términos del modelo no son significativos. Si hay muchos términos del modelo

no significativos (sin contar los necesarios para apoyar la jerarquia), la reduccién del modelo

puede mejorarlo.

El valor F de falta de ajuste de 0,78 implica que la falta de ajuste no es significativa en relacién

con el error puro. Hay un 57,82% de posibilidades de que un valor F de falta de ajuste tan

grande se deba al ruido. De igual manera, una falta de ajuste no significativa es buena en este

Caso.

Tabla 6. Andlisis de varianza (ANOVA) de los factores evaluados en la etapa de optimizacion

de componentes del medio de cultivo para produccion de EPS

Fuente Suma de df Promediode  Valor Valor
cuadrados cuadrados F p

Modelo 156 9 0.1734 4.32 0.0444 Significativo
A-[Glucosa] 04278 1 04278 10.65 0.0172
B- 0.1861 1 0.1861 4.63 0.0748
[Levadura]
C-pH 0.2628 1 0.2628 6.55 0.0430
AB 0.0012 1 0.0012 0.0305 0.8671
AC 01296 1 0.1296 3.23 0.1225
BC 0.0342 1 0.0342 0.8523 0.3915
A2 0.1089 1 0.1089 2.71 0.1507
B2 0.0006 1 0.0006 0.0156 0.9048
c? 0.4096 1 0.4096  10.20 0.0187
Residual 0.2409 6 0.0402
Falta de 0.1056 3 0.0352 0.7807 0.5782 No
ajuste significativo
Error puro 0.1353 3 0.0451
Total 1.80 15

Las ecuaciones obtenidas mediante el DBB se presentan a continuacion y describen el impacto

de las variables evaluadas en la produccion de biomasa y exopolisacaridos (EPS). En estas

ecuaciones, el factor A representa la concentracion de glucosa, el factor B representa la
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concentracion de extracto de levadura y el factor C representa el pH. A través de una evaluacion

previa, se determinaron que estos tres elementos eran los mas influyentes.

Es importante sefialar que tanto la temperatura como la velocidad de agitacion no se incluyeron
en el modelo final porque no mostraron diferencias significativas en las respuestas de

produccion ni contribuyeron de manera relevante a los resultados.

La relacion entre los factores y la produccidn de biomasa se muestra en la ecuacion 1,

mientras que la produccion de EPS es la ecuacion 2 obtenidas del modelo cuadrético.

[Biomasa] = 10.04 + 1.13 * A + 1.41 = B + 0.1725 * C + 0.4650 « AB +
—0.2375 * AC + —0.1775 * BC + —0.3412 *« A* + —0.04625 * B* +
—0.7138 * C?> Ecuacion 1

[EPS] = 0.8950 +0.2313 * A + 0.1525« B + —3.56125 * C + 0.0175 *
AB +0.1800 * AC +0.0925 * BC + 0.1650 = A% + 0.0125 = B + 0.3200 =

C? Ecuacién 2

a) Grafico de normalidad de residuos b) Residuales VS Predichos
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Figura 15. Representacion de las interacciones respecto a la produccion de Biomasa, a)
Evaluacion de residuos respecto a la normalidad, b) Residuos vs valores predichos respecto a
homocedasticidad, ¢) Prediccion de las corridas vs Corridas actuales evaluando independencia

d) Resultados predichos vs actuales

En la Figura 15a se presenta la normalidad de nuestras corridas, la mayoria de estas se
distribuyen de manera razonablemente normal, lo cual es positivo para la validez del modelo.
Se observan algunos outliers o pequefias desviaciones, pero estas son cercanas a las corridas

del punto central y son minimas por lo que el modelo tiene validez (83).

En la Figura 15b se observa que todas las corridas se encuentran dentro de los limites superiores
e inferiores y la mayoria de ellas se encuentran correctamente dispersas, es decir, alejadas de
la linea central demostrando asi el principio de homocedasticidad, a excepcion de algunos
experimentos que serian del punto central, esto se suele dar por errores como factores de ruido,

no controlados, etc (84).

En la Figura 15c se observa el cumplimiento del principio de independencia de los residuos,
esto ya que las corridas no presentan un patron sistematico. Asimismo, existen algunos puntos
que se alejan considerablemente de la linea media, lo que podria indicar la presencia de ligeras
desviaciones. Sin embargo, estos puntos no afectan la independencia de los residuos (85).

Y en la Figura 15d se muestra la prediccion de resultados de produccion vs los experimentos

realizados, en donde la mayoria de los experimentos se mantienen cercanos a la linea de
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tendencia central, la cual representa la prediccién, lo que indica que el ajuste del modelo es
adecuado (86).

a) Gréfico de Normalidad de residuos b) Residuales VS Predichos
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Figura 16. Representacion de las interacciones respecto a la produccién de EPS, a) Evaluacion
de residuos respecto a la normalidad, b) Residuos vs valores predichos respecto a
homocedasticidad, c) Prediccion de las corridas vs Corridas actuales evaluando independencia

d) Resultados predichos vs actuales

En la figura 16a se observa el grafico de normalidad y este parece mostrar un buen ajuste para
la mayoria de los puntos casi en su totalidad, pero algunos residuos en los extremos se desvian
ligeramente, lo que es comun y generalmente aceptable, esto quiere decir que el modelo es
aceptable (87).
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En la Figura 16b se observa que la distribucion de los residuos es uniforme alrededor de la
linea central, demostrando asi que el modelo ajustado es adecuado. La ausencia de patrones
sistematicos en los residuos sugiere que la varianza de los errores es constante, lo que refuerza

la validez del modelo demostrando asi el principio de homocedasticidad (88,89).

En la Figura 16¢ se muestra los residuos obtenidos vs la corrida de los experimentos, en este
grafico se muestra la independencia de nuestros resultados respaldando el modelo debido a que
no existe un patrén entre las corridas, es decir se encuentran dispersas y estan dentro de los
limites superiores e inferiores. En este caso no presenta repeticiones para punto central por lo

que los errores fueron minimos (85).

En la Figura 16d por Gltimo se observa la prediccion de resultados de produccion vs los
experimentos realizados tienen una gran concordancia con los valores predichos, esto debido a

su proximidad con la linea central (90,91).

Por lo que se puede interpretar que los modelos para produccion de Biomasa, asi como de EPS

son validados.

3.5.Interaccién [Glucosa] y [Extracto de levadura]

En la Figura 17a se puede observar una superficie concava con un méaximo local entre la
concentracion de glucosa y de extracto de levadura en la produccion de biomasa, A medida
que la concentracion de Glucosa y de Extracto de levadura aumentan, la produccion de biomasa
lo haré de igual forma, es decir son directamente proporcionales. Sin embargo, mas alla de
estos niveles ideales, aumentar alguno de los factores no aumentaria la produccion de biomasa,

lo que indica una posible inhibicién a concentraciones muy altas.

Por otro lado, en la Figura 17b para la produccion de exopolisacaridos (EPS) tiene una
superficie convexa con un minimo local, lo que indica que las combinaciones de concentracion
de glucosa y de extracto de levadura llevadas al punto méaximo reducen la produccion de EPS.
Esto sugiere que las concentraciones de extracto de levadura y glucosa deben estar equilibradas

para obtener una produccion optima (92).
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Figura 17. Interaccion [Glucosa] y [Extracto de levadura]. Donde: a) Superficie de respuesta
del efecto de la interaccidn de los factores sobre la concentracion de Biomasa y b) Superficie

de respuesta del efecto de la interaccion de los factores sobre la concentracion de EPS.

3.6.Interaccion [Glucosa] y pH

La Figura 18a muestra la respuesta tridimensional de la produccién de biomasa respecto
a la interaccion entre la concentracion de Glucosa y pH. Se observa un maximo local
de biomasa en un pH de 4.99 y una concentracion de glucosa de 24.99 g/L. Este
comportamiento sugiere una interaccion sinérgica entre ambos factores, donde el pH
6ptimo maximiza la eficiencia de utilizacion de la glucosa para el crecimiento celular.
Sin embargo, fuera de estos rangos la produccion de biomasa se reduce. Estos
resultados indican que el pH influye en la permeabilidad de la membrana celular a la
glucosa y en la actividad de las enzimas involucradas en su metabolismo.

La Figura 18b muestra la superficie de respuesta de la produccion de EPS en funcion
de la concentracién de glucosa y el pH, se observa un minimo local es decir que existe
una ventana estrecha de condiciones Optimas para la sintesis de EPS. Fuera del rango
de4a6enpHyde15a25g/L paralaconcentracion de glucosa, se inhiben la actividad
de las enzimas involucradas en la biosintesis de EPS, lo que resulta en una menor

produccién (35).
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Figura 18. Interaccion [Glucosa] y pH. Donde a) Superficie de respuesta del efecto de la
interaccion de los factores sobre la concentracion de Biomasa y b) Superficie de respuesta del
efecto de la interaccién de los factores sobre la concentracion de EPS.

3.7.Interaccién [Extracto de levadura] y pH

La Figura 19a muestra la produccién de biomasa, evidenciando una evidente relacion
entre la combinacién de pH y la concentracion de extracto de levadura. El area de
respuesta muestra un maximo local, lo que sefiala que hay una ventana cercana de
condiciones ideales para potenciar el crecimiento celular. Es clara la relacion entre
ambos elementos, en la que un pH apropiado realza el efecto beneficioso del extracto
de levadura en la generacion de biomasa. Las desviaciones de estas condiciones ideales,
ya sea debido a niveles extremos de pH o a las concentraciones del extracto, restringen
considerablemente el crecimiento celular. En cambio, la Figura 19b ilustra una
conexion intrincada entre la concentracion de extracto de levadura y el pH en la
generacion de exopolisacaridos (EPS). La superficie de respuesta presenta un minimo
local, indicando que existe una combinacién especifica de ambos factores que inhibe

significativamente la produccién de EPS (93).
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Figura 19. Interaccion [Extracto de levadura] y pH. Donde a) Superficie de respuesta del efecto
de la interaccion de los factores sobre la concentracion de Biomasa y b) Superficie de respuesta

del efecto de la interaccion de los factores sobre la concentracién de EPS.

Bas&ndonos en estos hallazgos, se realizo el DBB con la finalidad de maximizar la produccién
de Biomasa como EPS. De acuerdo con la optimizacion numeérica, se registraron 55 respuestas,
de las cuales 3 presentan una deseabilidad de 1. Estas respuestas se presentan en la tabla 7.
Estas respuestas sefialan que el factor de concentracion de Glucosa a emplear es de 24.99 g/L,
el extracto de levadura es de 5.99 g/L y con un pH de 4.84 se alcanzaria una concentracion
méaxima total de Biomasa de 11.93 g/L y de EPS de 2.08 g/L.

Tabla 7. Condiciones 0ptimas para produccion de Biomasa y EPS en la optimizacion numérica
de DE

Numero [Glucosa] [Levadura] pH [Biomasa] [EPS] Deseabilidad

1 24.990 5.990 4834 11943 2071 1.000
2 24.990 5.990 4843 11930 2.080 1.000 Elegido
3 24.990 5.990 4844 11930  2.080 1.000

Estas condiciones de optimizacion se realizaron experimentalmente por quintuplicado donde
en la Tabla 8 se muestra las diversas concentraciones obtenidas. Ademas, la produccion de
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biomasa super6 la concentracion estimada por el modelo, mientras que la de EPS fue menor a

la esperada.

Tabla 8. Resultados experimentales de la optimizacion de variables

Desviacion Desviacion

[Biomasa] [EPS] Promedio Promedio ] ;
_ estandar estandar
g/L g/L Biomasa EPS )
Biomasa EPS
12.524 1.92
11.876 1.95
12.568 1.65 12.1218 g/L  1.784 g/L 0.4058 0.1460
11.988 1.64
11.653 1.76

3.8. Caracterizacion del EPS

3.8.1. FTIR

Los solidos recuperados de los exopolisacaridos fueron analizados mediante
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) con el objetivo de
identificar los grupos funcionales presentes en la muestra y compararlos con la
literatura.

En la Tabla 9 se muestran los picos obtenidos, los cuales abarcan un rango desde
3404.34 cm™ hasta 506.21 cm™!, con mediciones realizadas a través de 32 barridos. Al
comparar estos resultados con estudios previos (79), se observa que la presente
investigacion comparte tres picos clave con otros autores. EI primero, en 3400 cm™, el
cual es de banda ancha se asocia con la presencia de grupos aminas (NH) y triterpenos
(OH) provenientes del azucar del EPS. El segundo, entre 1650 y 1600 cm™,
corresponde a [ - dicetonas y B -hidroxiarildicetonas, con grupos funcionales C=0.
Finalmente, se ve un pico destacado en este reporte en 1077 cm™!, mientras que otros
autores lo reportan en un rango cercano a 1000 cm™ ya considerando la huella digital,
esta relacionado con el grupo funcional C-O que es encontrado en caracterizacién de
carbohidratos (94).

Es relevante mencionar que, segun otros estudios existe un pico amplio entre 1316 y
1425 cm™ que se asocia a enlaces C-H y C-CHs, lo que apoya la presencia de estas
estructuras en los EPS analizados (80). La Figura 19 confirma la obtencion de
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exopolisacaridos en el presente reporte, lo cual es consistente con los resultados de otros
autores (79,80).

Tabla 9. Regiones con mayor umbral en FTIR. Adaptado de (95)

Posicion (cm™) Intensidad (%) Cadena Clasificacion
3404.338 71.625 Aminas / Alcohol R-CH2-OH / NH
2933.403 85.035 Alcanos C-H
1665.163 75.275 Hidroxilo H-O-H
1639.622 74.759 Cetonas /Amidas C=0/C=C
1371.820 81.473 Haldgenos C-CH3/F
1325.398 78.423 Alcohol C-OH
1077.465 72.077 Monomeros H-C-O

Ademas, diversos investigadores han sefialado que el pico observado entre 1000 y 1200
cm™!, con alta intensidad, es indicativo de la estructura lineal del B-glucano, unido a
través de enlaces 1-3. De manera similar, el pico entre 3400 y 3200 cm™! sugiere la
presencia de B-glucanos, lo que refuerza la caracterizacion de los EPS obtenidos en

nuestra investigacion (81-83).
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Figura 20. Resultados FTIR de la muestra de EPS
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3.8.2. Hidrolisis acida para HPLC

Para el andlisis azucares en el EPS hidrolizado se conto con los estandares de celobiosa,
glucosa, xilosa y arabinosa en el equipo de HPLC. En la Figura 21a se presenta los
estandares frente a los resultados de la muestra del hidrolizado (Figura 21b). Se observa
que los picos no coinciden al mismo tiempo de retencion del eje x para ambos gréficos,
esto se debe a factores como un aumento de temperatura, principalmente; las
propiedades del eluente, presencia de impurezas en la muestra y mantenimiento de las

columnas del equipo (96,97) .

En la Figura 21b se ve un primer pico a los 3.5 minutos de tiempo de retencion,
pertenece al blanco empleado que fue agua ultrapura. EI segundo pico en un tiempo de
retencion de 8 minutos pertenece principalmente a trazas del medio, compuesto por HCI
y polimeros que no son reconocidos en el equipo. A los 9.89 min se presenta un pico
que representa el area de la celobiosa, un disacérido formado por dos moléculas de 3 -
glucosa; a los 12.750 min se ve un gran pico que representa la glucosa; y, por ultimo,
la presencia del pico a los 13.392 min. de retencion en el area de xilosa. No se encontro

presencia de arabinosa en la muestra.

Multiples investigaciones confirman la produccion de betaglucanos y, en menor
cantidad, heteroglucanos, a partir de la fermentacion sumergida de Ganoderma
lucidum. El review publicado por Bin Du. Et al (98) report6 la presencia de cadenas de
triple hélice de glucano en un EPS de G. lucidum. C. Caseiro et al (99) también
analizaron la estructura molecular de los betaglucanos sintetizados por hongos, plantas
y bacterias, resaltando las propiedades de los betaglucanos flngicos que se encuentran
conformados principalmente por B-1,3-glucanos y en menor cantidad -1,6-glucanos y
-1,4-glucanos.

Susan M. Tosh y colaboradores (100) reportaron un andlisis de la composicion de
betaglucano extraido en avena, determinando la presencia de glucosa, celobiosa y

arabinosa.

El reporte presentado por M. Deuk Han et al (101) por otro lado, documento la presencia
de de alfa y beta glucosa, en el micelio obtenido por fermentacion sumergida de
G.lucidum, ademas de trazas de fructosa, manosa y galactosa. Asi, se confirma la
obtencion de betaglucano a partir de la fermentacion sumergida de Ganoderma

lucidum, junto a trazas de otros azucares como residuos del medio. Sin embargo, no se
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contd con los estandares de estos aztcares para poder llevar a cabo un analisis completo,

al no poder determinar el tipo de enlaces del glucano obtenido.
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Figura 21. a) Estandares de celobiosa, glucosa y xilosa y b) Muestra de EPS hidrolizada con
HCI 10M en HPLC

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




~v==". UNIVERSIDAD
REPOQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM Z  DE SANTA MARIA

CONCLUSIONES
PRIMERA:

Esta investigacion mostré que la concentracion de glucosa, el extracto de levaduray el pH son
las variables que tienen un mayor impacto en la generacion de exopolisacaridos (EPS) y
biomasa de Ganoderma lucidum. Estos indicadores evidenciaron ser de gran importancia en el

proceso de fermentacion.
SEGUNDA:

A partir de los tres factores seleccionados, se aplico la metodologia de superficie de respuesta
y Disefio de Box — Behnken (DBB) que permitié maximizar la produccion de biomasa y de
EPS de Ganoderma lucidum en un contexto de condiciones ambientales adversas para dicha
especie. Los niveles que permitieron una mayor produccién de biomasa y EPS fueron con una
concentracion de 24.9 g/L de glucosa, 5.99 g/L de extracto de levadura y un pH de 4.84. Se
obtuvo una concentracion promedio de Biomasa de 12.1218 g/L y de EPS de 1.784 g/L.

TERCERA:

A través de los métodos de espectroscopia infrarroja (FTIR) y cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC), se caracterizé cualitativamente el EPS producido por Ganoderma lucidum,

reconociendo la obtencién de betaglucano el cual contiene unidades de glucosa.
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RECOMENDACIONES

1. Dado que uno de los objetivos es maximizar la produccion de EPS y biomasa, se
recomienda a los investigadores interesados realizar estudios adicionales que analicen
la influencia de otros elementos ambientales (tales como la concentracion de oxigeno)
en la produccion de EPS. Esto podria implicar ensayos de disefio factorial para
determinar las combinaciones ideales.

2. Se recomiendo al sector agroindustrial y/o ambiental, explorar el uso de desechos
agroindustriales, tales como la cascarilla de arroz y el bagazo de carfia de aztcar, como
recursos de carbono para la generacion de exopolisacéridos (EPS) y biomasa de
Ganoderma lucidum. Estos desechos son numerosos y asequibles, lo que podria
disminuir los gastos de produccion y favorecer la sostenibilidad del medio ambiente.
Del mismo modo, es necesario analizar la composicién quimica de como estos desechos
influyen en la produccién de EPS y biomasa, ademés de mejorar las condiciones de
fermentacion para optimizar el desempefio.

3. Se recomienda a la industria farmacéutica, para simplificar el paso de los hallazgos de
laboratorio a usos industriales, establecer protocolos de escalado que contemplen la
valoracién de la produccion de EPS en biorreactores de sobremesa. Esto facilitara la
comprobacion de la factibilidad del proceso a nivel industrial y la optimizacion de los
costos productivos.
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ANEXOS
Anexo 1. Pruebas de normalidad del efecto de las concentraciones de glucosa, extracto de
levadura, de la temperatura, el pH y la velocidad de agitacion sobre la concentracién de
biomasa y EPS.
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Figura 22. Prueba de normalidad de la concentracion de Glucosa (g/L)

Grafica de probabilidad de [Levadura] g/L
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Figura 23. Prueba de normalidad de la concentracion de extracto de levadura (g/L)
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Grafica de probabilidad de Velocidad de agitacién
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Figura 24. Prueba de normalidad de la VVelocidad de agitacién

Gréfica de probabilidad de Temperatura (°C)
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Figura 25. Prueba de normalidad de Temperatura (°C)

Grafica de probabilidad de pH
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Anexo 2. Pruebas de homocedasticidad del efecto de las concentraciones de glucosa, extracto

de levadura, de la temperatura, el pH y la velocidad de agitacion sobre la concentracion de

biomasa y EPS.

Prueba de igualdad de varianzas: [EPS] g/L vs. [Glucosa] g/L

Multiples intervalos de comparacién para la desviacion estéandar, a = 0.05

Comparaciones multiples
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&
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00 0s 10 5 20 Comparaciones multiples — 0.275
Levene 0.57 0.596

Si los intervalos no se sobreponen, las Desv.Est. correspondientes son significativamente diferentes.

Figura 27. Gréfica de homocedasticidad de la produccion de EPS en funcién de la
concentracion de Glucosa (g/L)

Prueba de igualdad de varianzas: [Biomasa] g/L vs. [Glucosa] g/L
Muiltiples intervalos de comparacion para la desviacién estandar, o = 0.05

Comparaciones milltiples
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Figura 28. Gréfica de homocedasticidad de la produccion de biomasa en funcion de la

concentracion de Glucosa (g/L)
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Prueba de igualdad de varianzas: [Biomasa] g/L vs. [extracto de levadura] g/L
Miltiples intervalos de comparacion para la desviacion estandar, o = 0.05
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Figura 29. Gréfica de homocedasticidad de la produccion de biomasa en funcion de la

concentracion de extracto de levadura (g/L)

Prueba de igualdad de varianzas: [EPS] g/L vs. [extracto de levadura] g/L
Multiples intervalos de comparacién para la desviacién estandar, a = 0.05

Comparaciones miiltiples
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ol | | Estadistica
Meétodo de prueba Valor p
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Si los intervalos no se sobreponen, las Desv.Est. corresp tes son significativamente diferentes. Levene 0.07 0.930

Figura 30. Grafica de homocedasticidad de la produccion de EPS en funcién de la

concentracion de extracto de levadura (g/L)

Prueba de igualdad de varianzas: [Biomasa] g/L vs. Velocidad de agitacion
Multiples intervalos de comparacion para la desviacién estandar, o = 0.05

Comparaciones multiples
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Figura 31. Grafica de homocedasticidad de la produccion de biomasa en funcion de la

Velocidad de agitacién
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Prueba de igualdad de varianzas: [EPS] g/L vs. Velocidad de agitacién
Muiltiples intervalos de comparacion para la desviacién estandar, o = 0.05

Compar:
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Si los intervalos no se ponen, las Desv.Est. correspondi son significativamente diferentes. Levene 0.27 0.769

Figura 32. Gréfica de homocedasticidad de la produccion de EPS en funcion de la Velocidad

de agitacion

Prueba de igualdad de varianzas: [Biomasa] g/L vs. Temperatura (°C)
Multiples intervalos de comparacion para la desviacion estandar, o = 0.05
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Si los intervalos no se ponen, las Desv.Est. correspondi son significativamente diferentes. Levene 0.15 0.868

Figura 33. Gréfica de homocedasticidad de la produccion de biomasa en funcion de la

Temperatura

Prueba de igualdad de varianzas: [EPS] g/L vs. Temperatura (°C)
Multiples intervalos de comparacién para la desviacién estandar, o = 0.05

Comparaciones miiltiples
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Si los intervalos no se sobrep: , las Desv.Est. correspondientes son significativamente diferentes. Levene 0.40 0.687

Figura 34. Gréfica de homocedasticidad de la produccion de EPS en funcién de la

Temperatura
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Prueba de igualdad de varianzas: [Biomasa] g/L vs. pH
Multiples intervalos de comparacion para la desviacion estandar, o = 0.05
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Si los intervalos no se sobreponen, las Desv.Est. correspondientes son significativamente diferentes. Levene 0.04 0.965

Figura 35. Grafica de homocedasticidad de la produccién de biomasa en funcion del pH

Prueba de igualdad de varianzas: [EPS] g/L vs. pH

Multiples intervalos de comparacion para la desviacion estandar, o = 0.05
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Figura 36. Gréfica de homocedasticidad de la produccion de EPS en funcién del pH
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Anexo 3. Pruebas de independencia del efecto de las concentraciones de glucosa, extracto de

levadura, de la temperatura, el pH y la velocidad de agitacion sobre la concentracion de
biomasa y EPS.

Tabla 10. Analisis de Varianza de la produccion de biomasa en funcién de la concentracion

inicial de glucosa

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
[Glucosa] g/L 2 42.8758 21.4379 18721  0.000
Error 6 0.6871 0.1145

Total 8 43.5628

Grafica de intervalos de [Biomasa] g/L vs. [Glucosa] g/L
95% IC para la media

[Biomasa] g/L

20 35
[Glucosa] g/L
La desviacién estdndar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

50

Figura 37. Gréafica de intervalos de la concentracion de biomasa en funcién de la

concentracion inicial de glucosa

Tabla 11. Agrupacion de las medias para determinacion de significancia de la concentracion

inicial de glucosa sobre la produccion de biomasa

[Glucosa]

g/L N Media Agrupacion
50 3 12507 A

20 3 9.290 B

35 3 7.200 C
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Tabla 12. Analisis de Varianza de la produccion de EPS en funcion de la concentracion

inicial de glucosa

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
[Glucosa] g/L 2 0.6775 0.33876 6.13  0.035
Error 6 0.3314  0.05523

Total 8 1.0089

Grafica de intervalos de [EPS] g/L vs. [Glucosa] g/L
95% IC para la media

2.4

2.2

2.0+

|EPS] g/L

20 35 50
[Glucosa] g/L

La desviacién estdndar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

Figura 38. Gréfica de intervalos de la concentracion de EPS en funcion de la concentracion

inicial de glucosa

Tabla 13. Agrupacion de las medias para determinacion de significancia de la concentracion
inicial de glucosa sobre la produccién de EPS

[Glucosa]

g/L N Media Agrupacion
20 3 1913 A

35 3 1419A B

50 3 1.2720 B

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE 5%, UNIVERSIDAD
' CATOLICA

TESIS UCSM ¢ DE SANTA MARIA

Tabla 14. Analisis de Varianza de la produccion de biomasa en funcion de la concentracion

inicial de extracto de levadura

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
[extracto de levadura] g/L 2 58.158  29.0792 13221 0.000
Error 6 1.320 0.2199

Total 8 59.478

Gréfica de intervalos de [Biomasa] g/L vs. [extracto de levadura] g/L
95% IC para la media

[Biomasa] g/L

2 5 8
[extracto de levadura] g/L

La desviacién estdndar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

Figura 39. Grafica de intervalos de la produccion de biomasa en funcion de la concentracion

inicial de extracto de levadura

Tabla 15. Agrupacion de las medias para determinacion de significancia de la concentracion
inicial de extracto de levadura sobre la produccion de biomasa

[extracto

de

levadura]

g/L N Media Agrupacion
2 3 9290 A

5 3 7.54 B

8 3 3.240 C
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Tabla 16. Analisis de varianza para la produccion de EPS en funcién de la concentracion

inicial de extracto de levadura (g/L)

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
[extracto de levadural g/L 2 1.2817  0.64084 26.02 0.001
Error 6 0.1478 0.02463

Total 8 1.4295

Grafica de intervalos de [EPS] g/L vs. [extracto de levadura] g/L
95% IC para la media

3.00

275

2.50

[EPS] g/L

2.25

2.00

175

1.50

2 5 8
[extracto de levadura] g/L

La desviacién estdndar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

Figura 40. Gréfica de intervalos de la produccion de EPS en funcion de la concentracion

inicial de extracto de levadura

Tabla 17. Agrupacion de las medias para determinacion de significancia de la concentracion
inicial de extracto de levadura sobre la produccién de EPS

[extracto

de

levadura]

g/L N Media Agrupacion
5 3 2.8267 A

8 3 24933 A

2 3 1913 B
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Tabla 18. Analisis de varianza de la produccion de biomasa en funcion de la velocidad de
agitacion

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Velocidad de agitacién 2 10.481 5.2406 740 0.024
Error 6 4.249 0.7082

Total 8 14.730

Grafica de intervalos de Biomasa vs. Velocidad de agitacion
95% IC para la media

Biomasa
w0

100 150 200
Velocidad de agitacion

La desviacion estdndar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

Figura 41. Gréafica de intervalos de la produccion de biomasa en funcion de la velocidad de

agitacion

Tabla 19. Agrupacion de las medias para determinacion de significancia de la velocidad de

agitacion sobre la produccion de EPS

Velocidad

de

agitacion N Media Agrupacién
100 3 10.507 A

150 3 9290 A B
200 3 7.866 B

Tabla 20. Analisis de Varianza de la produccion de EPS en funcion de la velocidad de
agitacion.
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Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Velocidad de agitacion 2 0.7462  0.37311 759 0.023
Error 6 0.2949 0.04914

Total 8 1.0411

Grafica de intervalos de [EPS] vs. Velocidad de agitacion
95% IC para la media
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La desviacién estdndar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

Figura 42. Gréfica de intervalos de la produccion de EPS en funcién de la velocidad de

agitacion

Tabla 21. Agrupacion de las medias para determinacién de significancia de la velocidad de

agitacion sobre la produccion de EPS

Velocidad

de

agitacion N Media Agrupacion
150 3 1913 A

200 3 14120 A B

100 3 1.233 B
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Figura 43. Prueba de normalidad de Temperatura (°C)

Tabla 22. Analisis de varianza de la produccion de biomasa en funcién de la Temperatura

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Temperatura (°C) 2 126938 63.4689 29090 0.000
Error 6 1.309 0.2182

Total 8 128247

Grafica de intervalos de [Biomasa] g/L vs. Temperatura (°C)
95% IC para la media

[Biomasa] g/L
@

2‘4 28 3‘2
Temperatura (°C)

La desviacién estdndar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

Figura 44. Grafica de intervalos de la produccion de biomasa en funcion de la temperatura
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Tabla 23. Agrupacion de las medias para determinacion de significancia de la temperatura

sobre la produccion de Biomasa

Temperatura

(°C) N Media Agrupacion
24 312725 A

28 3 9.290 B

32 3 3617 C

Tabla 24. Andlisis de varianza para la produccion de EPS en funcion de la Temperatura

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Temperatura (°C) 2 1.5522 0.77609 4171 0.000
Error b 0.1116 0.01861

Total 8 1.6638

Grafica de intervalos de [EPS] g/L vs. Temperatura (°C)
95% IC para la media

[EPS] g/L
S

0.8+

0.6

24 28 32
Temperatura (°C)

La desviacién estdndar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

Figura 45. Gréfica de intervalos de la produccion de EPS en funcién de la temperatura
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Tabla 25. Agrupacion de las medias para determinacion de significancia de la temperatura

sobre la produccion de Biomasa

Temperatura

(°C) N Media Agrupacion
28 3 1913 A

24 3 1.1293 B

32 3 0.9600 B

Tabla 26. Andlisis de la varianza para la produccién de biomasa en funcién del pH

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
pH 2 98.309 491547 26942 0.000
Error 6 1.095 0.1824

Total 8 99.404

Grafica de intervalos de [Biomasa] g/L vs. pH
95% IC para la media
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La desviacién estdndar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

Figura 46. Grafica de intervalos de la produccion de Biomasa en funcion del pH
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Tabla 27. Agrupacion de las medias para determinacion de significancia de la temperatura

sobre la produccion de Biomasa

pH N Media Agrupacion

4 3 14330A
6 3 9290 B
8 3 6323 C

Tabla 28. Andlisis de varianza para la produccion de EPS en funcion de pH

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
pH 2 0.6629 0.33146 .27 0025
Error 6 0.2736  0.04561

Total 8 0.9366

Graéfica de intervalos de [EPS] g/L vs. pH
95% IC para la media
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La desviacién estdndar agrupada se utilizé para calcular los intervalos.

Figura 47. Gréfica de intervalos de la produccion de EPS en funcién del pH

Tabla 29. Agrupacion de las medias para determinacion de significancia de la temperatura

sobre la produccion de EPS

pH N Media Agrupacion

4 3 1938A
6 3 1913 A
8 313503 B
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Anexo 4. Consumo de glucosa determinado por HPLC

a) Concentracion inicial de glucosa 35 g/L b) Concentracién inicial de glucosa 50 g/L
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Figura 48. Consumo de glucosa determinado por HPLC en funcion de la concentracion

inicial de glucosa (a y b); concentracion inicial de extracto de levadura (c y d); pH inicial (e y
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