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Mycelium cultivation plays an important role in mushroom production and in various
biotechnological studies. Submerged fermentation has received much attention as a promising
alternative for the efficient production of mushroom biomass and active metabolites. For the
following research, bioreactors were constructed to obtain pure mycelium from Pleurotus
ostreatus and Agaricus brunnescens mushrooms using the Honey technique. This method
is based on using honey as the main nutrient for the growth of microorganisms on an industrial
scale. In the beginning, spore impressions were extracted by the dry chamber method and
inoculated into the honey broth. The bioreactors were dimensioned with a 2.5 L culture
chamber, 2 L production, controlled temperature of 28, pH = 4, and agitation of 120 revolutions
per minute. Conidia/milliliter was quantified every three days with a Neubauer chamber, and the
Kjeldahl method was used to identify protein as the main bioactive metabolite of the mycelium.
Finally, the mycelium obtained was evaluated on three types of substrates comparing their
colonization time. The use of bioreactors in mycelium cultivation is efficient as better mycelium
quality, higher biomass yield, and more dispersion on substrates are obtained. It also has the
benefits of much better oxygen mass transfer and culture homogeneity. With this technique,
physical, chemical, and biological factors can be controlled to produce mushrooms in a much

shorter time.
Keywords: bioreactor, honey technic, mycelial biomass, Agaricus brunnescens, Pleurotus ostreatus.

El cultivo de micelio juega un papel importante en la produccién de hongos y en diversos
estudios biotecnoldgicos, el usar la fermentacién sumergida ha recibido mucha atencién como
alternativa prometedora para la produccién eficiente de la biomasa de hongos y metabolitos
activos. Para la siguiente investigacién se construyeron biorreactores con el objetivo de
obtener micelio puro de hongos Pleurotus ostreatus y Agaricus brunnescens usando la
técnica Honey. El método Honey se basa en aprovechar la miel como nutriente principal para
el crecimiento de microorganismos a escala industrial. En principio se extraen impresiones de
esporas mediante el método de cdmara seca y se inoculan en caldo honey. Los biorreactores
se dimensionaron con una cdmara de cultivo de 2,5 litros, produccién de dos litros,
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temperatura controlada de 28 grados Celsius, pH igual a cuatro y agitacion de 120 revoluciones
por minuto. Se cuantificaron los conidios/mililitro cada tres dias con una cdmara de Neubauer
y se uso el método Kjeldahl para identificar la proteina como principal metabolito bioactivo del
micelio. Finalmente, el micelio obtenido fue evaluado sobre tres tipos de sustratos comparando
su tiempo de colonizacién. El uso de biorreactores en el cultivo de micelio es eficiente debido
a que se obtiene mejor calidad de micelio, mayor rendimiento de biomasa y mas dispersion
sobre sustratos. Asi mismo, posee los beneficios de una transferencia de masa de oxigeno y
una homogeneidad de cultivo mucho mejores. Con esta técnica se pueden controlar factores
fisicos, quimicos y biolégicos para producir setas en tiempos mucho mas cortos.

Palabras Clave: biorreactor, honey tek, biomasa micelial, Agaricus brunnescens, Pleurotus ostreatus.

1. Introduccién

En la actualidad la produccién de hongos comestibles ha ido creciendo constante-
mente, es asi que la especie Agaricus es el més cultivado en el mundo, seguido del
Pleurotus debido a sus propiedades nutricionales, medicinales, valores econémicos,
sociales y ecoldgicos [4, 20, 22]. Ademads, son capaces de transformar toda la biomasa
lignoceluldsica en alimento nutritivo y orgdnico, en comparacién con otros cultivos, su
ciclo de produccién es corto, la inversion es baja, y el sustrato después de la produccién

puede reutilizarse como fertilizante orgdnico y alimento para animales [6,2].

Sin embargo, hoy en dia, los productores de hongos emplean el método de fer-
mentaciéon sdlida, la cual es muy lenta, con un alto costo de produccién y un bajo
rendimiento de biomasa, lo que constituye una de las principales dificultades para su
produccién a gran escala [1, 16]. El desarrollo de procesos de adquisicion de micelio
en estado sdlido estd dictado por las propiedades inherentes de estos sistemas het-
erogéneos, y no es posible tomar muestras durante el desarrollo para determinar las
concentraciones correspondientes de biomasa, sustrato y producto [9, 15]. Este hecho
se refleja de manera particularmente aguda cuando se requieren estudios cinéticos del
proceso. Sin embargo, surgen serios problemas en los sistemas sdlidos con la mezcla,
la transferencia de oxigeno, el intercambio de calor y el control de la humedad y el pH
[28, 3].

La fermentacién sumergida micelial de hongos ha recibido mucha atencién como
una alternativa prometedora para la produccién eficiente de la biomasa de hongos
comestibles, medicinales y sus metabolitos activos [14, 5, 18]. Por esta razén el objetivo
de la siguiente investigacién se enfoca en encontrar una alternativa para la obtencién
de “micelio” mediante la utilizacién de biorreactores que permitan producir mayor
cantidad de biomasa, mejor calidad de micelio en menor tiempo, favoreciendo la

adaptacién y dispersiéon del hongo y facilitando su manipulacién durante la siembra

DOI 10.18502/espoch.v3i1.14475 Page 600



ESPOCH Congresses: The Ecuadorian Journal of STE.A.M. ‘g

[7, 21]. Sin embargo, para que la produccién sea exitosa a escala industrial, se deben
resolver varios problemas técnicos, incluida la caracterizacién de las variaciones que
ocurren durante el cultivo sumergido de hongos en biorreactores y sus efectos sobre

el crecimiento y la formacién de productos [13, 24,19].

2. Materiales y métodos

21. Aislamiento e identificacion de cepas

Se obtuvieron impresiones de esporas de hongos comerciales Agaricus brunnescens
y Pleurotus ostreatus mediante el método de cdmara seca a 25°C [25], transcurridos
cinco dias se hidrataron las esporas con agua estéril en el Laboratorio de Biologia
Molecular, Celular y Microbiologia de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo,
para la obtencion del micelio primario. Consiguiente, se tomd 1,0 mL de las esporas
hidratadas y se colocd en un portaobjetos para identificar sus estructuras miceliales
sobre el microscopio (LEICA-DM300-alemdan) con Objetivo 10X. A continuacién, se

sembrd en agar PDA para la purificacién del micelio.

2.2. Construccion de los biorreactores

Se dimensioné una cdmara de cultivo de 2,5 L, con una produccién de dos litros,
didmetro interno de 0,06 m y altura 0,24 m. Para controlar la temperatura externa, se
construyd un bafio maria de vidrio cuadrangular con dimensiones largo 38 cm*ancho
21 cm*base 24,5 cm, acompafiado de un termdémetro automatico con capacidad 80 L
a 28°C. Dentro de los biorreactores se agregé un agitador magnético con didmetro de
0,05 my con 120 rpm. Se doté dos tapas succionadoras herméticas de 2,5 L cada tapa
tuvo dos orificios de un cuarto, uno para succioén y otro para facilitar el intercambio de

oxigeno.

2.3. Preparacion de los caldos

En cada biorreactor se agregé dos litros de agua destilada y 30 mL de miel, se esterilizé
por un lapso de 45 minutos a 115°C con una psi. Una vez estéril y con una temperatura
de 28°C se procedid a inocular 10 g de micelio puro en cada uno. Estos caldos fueron
sometidos a cinco horas de agitacién con 120 rpm y 19 horas de incubacién a 28°C

durante 15 dias.
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2.4. Determinacion curva de crecimiento

Se tomé en tubos un mililitro de cada biorreactor cada tres dias, y se incubaron por 24
horas. A continuacién, se tomd una muestra con la micropipeta y se colocd en la cdmara
de Neubauer (ZEIGEN-chino) con 0,100 mm de profundidad y 4rea de 0,0025 mm?, se
observd en microscopio 6ptico en Objetivo 10X. Se determiné el cuadrante central de
la cuadricula, y se realizé el conteo de los conidios en cinco cuadrantes. Finalmente
se calculd el total de conidios mediante la siguiente ecuacién y se realizd la curva de
crecimiento entre concentracién de conidios/mL vs tiempo (donde: Ci= concentracién
conidios por mililitro[con/mL]; Co = total nimero de conidios en los cinco cuadrantes;

50.000 = valor constante de la cAmara de Neubauer; FD = factor de dilucién) [11]:

Ci = Co+50.000 % FD 0]

2.5. Determinacion proteinas

La determinacién de las proteinas de los medios liquidos Pleurotus ostreatus y Agaricus
brunnescens transcurridos los 20 dias se realizé6 mediante el método de Kjeldahl [26].
El método implicé la digestidon con acido sulfdrico concentrado y una mezcla catalitica
para acelerar la reaccion, seguida de una destilacién térmica con hidréxido de sodio

para liberar los iones de amonio retenidos en el dcido bdrico.

2.6. Determinacion biomasa peso humedo

Se tomé muestras de cinco mililitros de solucién inicial de cada cultivo Pleorutus
ostreatus y Agaricus brunnecens, las mismas que fueron colocadas en tubos cada tres
dias hasta completar los 15 dias de incubacion. Se centrifugé los tubos a 4000 rpm por
un tiempo de 15 minutos. Se filtr6 cada muestra de cultivo micelial con agua destilada.
Por dltimo, se pesé la muestra de biomasa retenida del papel filtro y finalmente se
calculé el peso humedo de la biomasa de ambos hongos Pleorutus ostreatus y Agaricus
brunnecens mediante la ecuacién (donde: Xhf Hi= biomasa peso humedo del hongo
[g/mL]; p1= papel con biomasa humeda [g]; p2 = peso papel filtro [g]; v = volumen de la
muestra [mL]) [12]:

Xhf,, = <¥) @)
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2.7. Tiempo de propagacion sobre sustratos

Se hidraté 100 gramos de pulpa de café, bagazo de cafla y cascarilla de arroz por 24
horas, se realizé la prueba del pufio y se colocé en frascos de cristal. Se esterilizaron
y posterior se inoculd cinco mililitros de cultivo micelial. Finalmente, fueron incubados
por 72 horas a 28°C.

2.8. Analisis estadistico descriptivo

Para el andlisis estadistico descriptivo se usé Microsoft Office Excel utilizando muestreo
estadistico aleatorio simple, del cual se emplearon tablas dindamicas, histogramas y
correlaciéon de pH, rendimiento de biomasa micelial, nimero de conidios formados,
tiempo de generacién, velocidad especifica de crecimiento y tiempo de colonizacién

sobre sustratos.

3. Resultados y discusion

3.1. Dimensionamiento

El biorreactor consistia en un recipiente de borosilicato de 2,5 litros con una salida para
el muestreo, la entrada superior principal estaba equipada con una tapa de succién
hermética rodante YX 930D [23]. Los tubos de succién un cuarto 360 tipo cédnula
Yankauer tuvieron puertos de inyeccién de 5cm de largo, en base a estos puertos se
doté de jeringas estériles de 60 mL para favorecer la extraccién de muestras de micelio.
Para su sistema de agitacion se empled dos barras agitadoras cilindricas FISHERBRAND
autoclavables a 120 rpm en un agitador magnético THERMO SCIENTIFIC S88857100
para evitar cualquier tipo de contaminacién. A continuacién, se muestra la tabla del
dimensionamiento de los biorreactores.

Asi mismo, se observé en la figura 1A los biorreactores en bafio maria, 1B los granulos
miceliales de Pleurotus ostreatus y 1C los pellets miceliales de Agaricus brunnescens,

ambos en agitacién constante de 120 rpm durante quince dias a 28° C.

3.2. Cinética de crecimiento

En la figura 2 se muestra las fases de crecimiento del hongo Pleurotus ostreatus y
Agaricus brunnescens en honey por 15 dias, la fase de adaptacion del hongo Pleurotus

ostreatus tuvo lugar desde el dia cero hasta el segundo dia, la fase exponencial se
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Tabla 1

Dimensionamiento de los biorreactores.

Descripcién Simbologia Cantidad Indicador
Volumen de la cdmara Vp 2 L
de cultivo
Volumen Total VT 2,5 L
Diametro DT 0,06 m
Altura hT 0,24 m
SISTEMA DE AGITACION
Diametro impulsor barra Di 0,05 m
agitadora
Velocidad de agitaciéon N 120 rpm
Potencia Pleurotus Po 0,004201 w
ostreatus
Potencia Agaricus Po 0,00476 w
brunnescens
A .
¢
-

Figura 1

Biorreactores en caldo honey (A), siendo micelio del hongo Pleurotus ostreatus (B) y micelio
del hongo Agaricus brunnescens(C).

dio en el tercer dia hasta el dia 14, la formacién de micelio inicié en el segundo dia,
al octavo dia se presenciaron granulos y al doceavo dia se observé pellets.Por otro
lado, Agaricus brunnescens tuvo su fase de adaptacion desde el dia cero hasta el
segundo dia, la fase exponencial se dio en el tercer dia hasta el dia trece, la formacion
de micelio inicié en el tercer dia, al octavo dia se presenciaron grénulos y al treceavo
dia se observé pellets. De acuerdo con los datos encontrados en literatura la cinética
de crecimiento en biorreactores depende en gran medida del consumo de glucosa

y nitrégeno, acompafiada de una ligera caida en el pH del cultivo [17]. De acuerdo
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con Khumar [20], el pH optimo en medio liquido para crecimiento de micelio Pleurotus
ostreatus oscila entre cuatro y 6,5. Mientras que para el desarrollo del micelio Agaricus
brunnescens, segun Bakratsas et al.[2], el pH optimo oscila entre 4-6. Por lo tanto, el pH=
412 obtenida de esta investigacion se encontrdé dentro de los rangos establecidos por
dichos autores. En la cinética de crecimiento con respecto al trabajo de investigacién
de Sanchez [27], el uso de biorreactores aceleré en un crecimiento exponencial al
micelio de Pleurotus ostreatus correlacionado con un valor de R?>=0,5932 y Agaricus
brunnescens con una correlacién de R?= 0,6946, estos resultados se obtuvieron al
dia 21, es importante mencionar que usaron como nutriente para los caldos de los
biorreactores malta y glucosa lo que produjo un aumento activo en el micelio, dando

resultados aproximados en comparacion a esta investigacion.

y = 43197009

R2=0.6071

o~
e

x
23 X
x X »
¥ = 4.0943¢0.0129¢
R2=0.7265

P N
= W
X
X
X

Log(Conidios/mL)
X

w
)

Cinética de crecimiento

w
Q9
X

Pleurotus ostreatus
Log(Coinidios/mL)

“
n
N
w
~

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Dias (D)

Figura 2

Cinética de crecimiento micelial Log(Conidios/mL)Pleurotus ostreatus y Agaricus brunnescens
en Honey.

3.3. Biomasa en peso seco

La figura 3 muestra los valores obtenidos de la biomasa por peso seco de los biorre-
actores, Pleurotus ostreatus analizada cada tres dias con cinco horas de agitacién a
120 rpm y 19 horas de incubacién a 28°C con un tiempo tedrico de 15 dias, obtuviendo
una biomasa final de 9,86 g/L con una velocidad especifica de crecimiento de 0,0054
h~!, la biomasa final estd dentro del rango mencionado [8],que alcanzé oscilaciones
de biomasa 61,071 + 4.314 g/L y p= 0,233 + 0.054 h~!, los valores de la velocidad
especifica de crecimiento estan indirectamente relacionados, ofrecen un marco inicial
de referencia. Ademas, en este cultivo sumergido el desarrollo de hifas y micelio crece
mas rapidamente que el Agaricus brunnescens.

Asi mismo, para Agaricus brunnescens se obtuvo una biomasa final de 8,52 g/L con
una velocidad especifica de crecimiento de 0,0029 A~', la biomasa final esta cercano

del rango mencionado por Dissasa [10], que alcanzé una biomasa final seca de 10 g/L,
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sin embargo, se observo del dia tres al seis que hubo una recaida de biomasa, se debid
a un dafio mecdénico del agitador magnético, ya que se habia alterado su velocidad de

agitacion.

—%— Biomasa por peso seco Pleurotus
ostreatus (g/L)

6 9 12 15
Dias (D)

Figura 3

Biomasa(g/L) en peso seco Pleurotus ostreatus y Agaricus brunnescens mediante filtracion.

3.4. Verificacion de crecimiento

El micelio de Pleurotus ostreatus y Agaricus brunnescens fueron inoculados en medio
PDA, se observé en cada caja Petri el crecimiento de ambos hongos de color blanco
uniforme y de apariencia tipo algoddén, no hubo presencia de contaminacién por bacte-
rias u hongos. En la figura Ay C se observa la completa colonizacion de ambos hongos
en las cajas. Al quinceavo dia posterior de la inoculacion en los biorreactores, los
resultados microscépicos extraidos del biorreactor que contiene Pleurotus ostreatus y
Agaricus brunnescens a objetivo 10X, se observé la presencia de estructuras miceliales

como hifas.

3.5. Metabolito activo

Los resultados de proteinas en el micelio Pleurotus ostreatus fueron de 23,50 %, valor
que estéd dentro del rango mencionado por Bakratsas et al. [2], reportando oscilaciones
entre 10,20 a 25,70 % de proteinas. Por otro lado, Agaricus brunnescens obtuvo un
41,06 %, valor que estd cercano al mencionado por Bakratsas et al. [2], que alcanzd
4710 % de proteinas presentes durante el crecimiento micelial de Pleurotus ostreatus

en cultivos sumergidos.
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Figura 4

Micelio en agar PDA Agaricus brunnescens (A), Pleurotus ostreatus (B) y estructuras miceliales
Agaricus brunnescens (C), Pleurotus ostreatus (D).

3.6. Colonizacion sobre sustratos

En la figura 5B, el micelio extraido de Pleurotus ostreatus colonizé en tres dias los 100
g de pulpa de café, en cuatro dias el bagazo de cafia y en cinco dias la cascarilla de
arroz. Asi mismo, en la figura 5A, el micelio de Agaricus brunnescens se propagd en
tres dias los 100 g de pulpa de café, en cinco dias el bagazo de cafla y en seis dias la
cascarilla de arroz. De acuerdo con Sanchez [27] la colonizacién de 250 g de bagazo de
cafia durd 20 dias y la cascarilla de arroz 28 dias, cabe recalcar que usaron micelio en
fermentacién sélida, por lo tanto, esta técnica presentada es mucho més eficiente que
las convencionales a pesar que sélo se usé 100 g de sustrato. Es importante mencionar
que la pulpa de café fue el mejor sustrato de colonizacién debido a su capacidad de
retener humedad, su pH acido y su mayor cantidad de celulosa, hemicelulosa y lignina.

por esta razén la propagacién del micelio es mas acelerada que los otros [10].

4. Conclusiones

Los modelos de biorreactores batch empleados en la investigacién han demostrado
ser aplicables para la produccién eficiente de micelio de hongos, adaptandose sin

problemas durante todo su desarrollo, con condiciones controladas de temperatura,
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Figura 5

Registro de colonizacion en sustratos Agaricus brunnescens (A) y Pleurotus ostreatus (B).

pH, homogeneidad y agitacién. La aplicacién de este nuevo método proporcioné
mayor cantidad de biomasa y proteina cruda, abaratando costos de produccién en
comparacion a la fermentacion sélida y el tiempo de obtencién de micelio es mucho
mas activo. Asi mismo, el periodo de colonizacién sobre los sustratos es acelerado por
su estado liquido-sdlido. La investigacién supone un importante aporte al conocimiento

cientifico de la biotecnologia en hongos y microbiologia.
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