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REPORTE PAP

Presentacion Institucional de los Proyectos de Aplicacion Profesional
Los Proyectos de Aplicacion Profesional (PAP) son experiencias socio-profesionales de los

alumnos que desde el curriculo de su formacion universitaria- enfrentan retos, resuelven
problemas o innovan una necesidad sociotécnica del entorno, en vinculacion (colaboracion)
(co-participacion) con grupos, instituciones, organizaciones o comunidades, en escenarios

reales donde comparten saberes.

El PAP, como espacio curricular de formacion vinculada, ha logrado integrar el Servicio
Social (acorde con las Orientaciones Fundamentales del ITESO), los requisitos de dar
cuenta de los saberes y del saber aplicar los mismos al culminar la formacion profesional
(Opcion Terminal), mediante la realizacion de proyectos profesionales de cara a las

necesidades y retos del entorno (Aplicacion Profesional).

El PAP es un proceso acotado en el tiempo en que los estudiantes, los beneficiarios externos
y los profesores se asocian colaborativamente y en red, en un proyecto, e incursionan en un
mundo social, como actores que enfrentan verdaderos problemas y desafios traducibles en
demandas pertinentes y socialmente relevantes. Frente a éstas transfieren experiencia de sus
saberes profesionales y demuestran que saben hacer, innovar, co-crear o transformar en

distintos campos sociales.

El PAP trata de sembrar en los estudiantes una disposicion permanente de encargarse de la
realidad con una actitud comprometida y ética frente a las disimetrias sociales. En otras

palabras, se trata del reto de “saber y aprender a transformar”.

El Reporte PAP consta de tres componentes:

El primer componente refiere al ciclo participativo del PAP, en donde se documentan las
diferentes fases del proyecto y las actividades que tuvieron lugar durante el desarrollo de

este y la valoracion de las incidencias en el entorno.

En caso de requerirse alguna adecuacion al nombre de las fases propuestas para este

componente, se puede realizar siempre y cuando sea complementario a lo ya establecido.



El segundo componente presenta los productos elaborados de acuerdo con su tipologia.

El tercer componente es la reflexion critica y ética de la experiencia, el reconocimiento de
las competencias y los aprendizajes profesionales que el estudiante desarrollo en el

transcurso de su labor.

Resumen
Este Proyecto de Aplicacion Profesional "Disefio de proceso de fermentacion sumergida de

Lepista sordida para la produccion de extracto antioxidante” corresponde al PAP 4D09 de
innovacién y emprendimiento biotecnologicos. Se desarrolld en tres etapas experimentales:
estandarizacion del cultivo de la cepa, modelado de fermentacion y recuperacion del extracto
antioxidante. El objetivo principal fue disefiar un bioproceso eficiente basado en la
fermentacion sumergida de Lepista sordida para producir biomasa y aprovechar sus
compuestos antioxidantes presentes en un extracto a base de etanol al 96%. Se eligié un
biorreactor STR debido al manejo y control microbiologico y rendimientos obtenidos,
destacando un rendimiento de 0.0467 g de biomasa/g de sacarosa, conversion de sacarosa del
29.8%, y selectividad de 0.157 g de biomasa/g de sacarosa obtenidos después de 7 dias de
cultivo. Estos resultados superaron al biorreactor tipo airlift en términos de eficiencia, ahorro
de materia y energia, como lo fue el aire implementado para la agitacion neumatica y
prevencion de contaminacion bacteriana. El extracto obtenido mostré una capacidad
antioxidante méaxima del 72.72% + 3.07 acorde a la prueba de ABTS, fundamentada en la
presencia de metabolitos como antocianinas, polifenoles, flavonoides, polisacéaridos
antioxidantes como alfa y betaglucanos, entre otros. La capacidad antioxidante sefialada fue
superior a la de otras especies como P. ostreatus y G. lucidum segun la literatura, siendo
hongos cominmente usados para la obtencion de metabolitos. Este proyecto busca innovar

en la produccion eficiente de extractos antioxidantes de hongos como Lepista sordida,

aplicables en diversas industrias como la alimentaria, cosmética y farmacéutica.

1. Ciclo participativo del Proyecto de Aplicacion Profesional
El PAP es una experiencia de aprendizaje y de contribucion social integrada por estudiantes,

profesores, actores sociales y responsables de las organizaciones, que de manera colaborativa

se busca construir sus conocimientos para dar respuestas a problematicas de un contexto
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especifico y en un tiempo delimitado. Por tanto, la experiencia PAP supone un proceso en
logica de proyecto, asi como de un estilo de trabajo participativo y reciproco entre los

involucrados.

El presente caso de innovacion biotecnologica, correspondiente al PAP de Innovacion y
emprendimientos biotecnologicos con codigo 4D09A perteneciente al “Programa de
desarrollo tecnoldgico para la sustentabilidad ambiental, energética y alimentaria”, fue
desarrollado en el Instituto Tecnologico de Estudios Superiores de Occidente en los
laboratorios del Departamento de Procesos Tecnologicos e Industriales pertenecientes a las
instalaciones de Ingenieria Quimica, Ingenieria en Alimentos e Ingenieria en Biotecnologia
bajo la supervision del Dr. Luis Edmundo Garrido Sanchez y el Dr. Alejandro Arana

Sanchez.

Una de las principales causas por la que se rige la presente investigacion y desarrollo
tecnologico es el aprovechamiento e implementacion de compuestos antioxidantes e
intracelulares presentes en la biomasa de Lepista sordida, entre los que se destacan las
antocianinas, polisacaridos con capacidad antioxidante como lo son betaglucanos y
compuestos fenolicos a los que se les atribuyen dichas propiedades benéficas para los seres

humanos.

Lepista sordida es un hongo basidiomiceto perteneciente a la familia Tricholomataceae y
orden Agaricales. Una de sus mayores caracteristicas fenotipicas es la coloracion purpura de
su cuerpo fructifero, incluso pudiendo presentar esta coloracion en el micelio durante la fase
estacionaria de crecimiento, atribuyendo que la coloracion del micelio se debe gracias a
metabolitos secundarios. Otra caracteristica de reconocimiento de este hongo es el color de
sus esporas, siendo que, en caso de ser colectadas, se visualiza el color cremoso de ellas. Se
ha reportado la presencia de este organismo en diferentes continentes y regiones del mundo
como lo es Asia (especialmente en provincias de China), Europa y Norteamérica, siendo que
estd presente en bosques mesofilos con altos niveles de humedad relativa. Se ha despertado
el interés de investigacion de este hongo puesto que es un elemento tradicional en la medicina
china gracias a sus propiedades antitumorales, antioxidantes, antiedad e inmunomoduladora

obtenidas a partir del micelio o cuerpo fructifero (Thongbai et al., 2016; Meng et al., 2010).



Como objetivo general del desarrollo tecnologico se plantea el establecer un disefio de
bioproceso eficiente con base en la fermentacion sumergida de Lepista sordida para producir
biomasa y aprovechar los compuestos antioxidantes presentes en la biomasa de este
basidiomiceto. Como objetivos especificos se proponen los siguientes:
e Formular un medio de cultivo de perfil industrial para el 6ptimo crecimiento de
Lepista sordida bajo condiciones de fermentacion sumergida.
e Obtener concentraciones considerablemente similares de biomasa de Lepista sordida
ante lo reportado en la literatura.
e Lograr una reduccién de costos en relacion con otras metodologias de fermentacion
propuestas en la literatura.
e Implementar diferentes biorreactores donde se identifique la mayor obtencion de
biomasa de Lepista sordida.
e Plantear una serie de operaciones unitarias de recuperacion de biomasa para la

obtencion de compuestos antioxidantes.

1.1 Entendimiento del ambito y del contexto
La tendencia actual a preferir el consumo de alimentos naturales complementada con la

informacion aportada por numerosos estudios epidemioldgicos sobre el uso de ciertos
aditivos sintéticos ha contribuido a la busqueda de nuevas fuentes de ingredientes en la
naturaleza. Algunos ejemplos de estos son las frutas, verduras, cereales, legumbres, especias
y hierbas, las cuales generalmente se encuentran en la dieta diaria de las personas (Parcheta
et al., 2021; Flieger et al., 2021). Se caracterizan a las frutas y verduras de color morado
(berenjena, moras, betabel), rojo (fresas, frambuesas, ardndanos) y naranja (naranjas,
zanahorias, papaya) como alimentos funcionales altamente nutritivos, puesto que contienen
carotenoides, flavonoides, acido ascorbico y compuestos fendlicos, siendo estos ultimos
caracteristico por la inclusion de uno o mas grupos hidroxilo unidos a un anillo aromatico en

su estructura quimica (Zehiroglu & Ozturk-Sarikaya, 2019; Jiménez-Lopez, 2017).

Los compuestos fendlicos son sustancias naturales que se encuentran en una gran variedad
de alimentos. Estos compuestos tienen propiedades antioxidantes, lo que significa que
pueden ayudar a prevenir o retrasar el dafio causado por los radicales libres en el cuerpo. Los
radicales libres son moléculas inestables que se producen como resultado del metabolismo

primario del cuerpo y también pueden ser causados por factores externos, como la exposicion
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a la radiacion y la contaminacion del aire. Los compuestos fendlicos se clasifican en
diferentes tipos, segiin el nimero de 4&tomos de carbono y la estructura de su esqueleto base,
ejemplos de ellos son: &cidos fendlicos, taninos, cumarinas, ligninas y antocianinas

(Ringuelet & Viiia, 2013).

Siendo que los subproductos de las reacciones metabdlicas surgen de forma continua, el
metabolismo humano también tiene un sistema de produccion de antioxidantes para
neutralizar a estas especies quimicas. No obstante, se denota que, aunque se cuente con estas
rutas metabolicas, es necesario consumir fuentes adicionales de antioxidantes para evitar la
aparicion de enfermedades (Parcheta et al., 2021). Los antioxidantes funcionan como agentes
antiinflamatorios, antiedad y anticancerigenos, ya que pueden neutralizar las especies
reactivas de oxigeno, nitrogeno y otros radicales libres generados en las reacciones
metabolicas evitando, asi, el dafio oxidativo a proteinas, lipidos y DNA (Parcheta et al., 2021;
Zehiroglu & Ozturk Sarikaya, 2019). Es por esto que se estima que el mercado de los
antioxidantes crezca en un 46% desde 2021 hasta 2028 (Fortune Business Insights, 2021).

Las antocianinas son polifenoles con propiedades antioxidantes altamente valuadas en el
mercado global debido a sus grandes aplicaciones bajo conceptos nutracéuticos e
industriales, teniendo un gran auge en los alimentos para la pigmentacion, confiteria y
decoracion de los alimentos. En el area farmacéutica fungen como agentes anticancerigenos,
antivirales, antimicrobianos y neuroprotectivos, incluso teniendo efectos en la neurogénesis
y salud cerebral. No obstante, uno de sus roles mas importantes son los suplementos con
efectos antioxidantes y antidiabéticos (Giuliani et al., 2016; Husain et al., 2022; Jiménez-

Lépez, 2017).

Los efectos antioxidantes de las antocianinas que juegan un papel esencial en la prevencion
de enfermedades y patologias se deben a su alta capacidad para neutralizar los radicales libres
y prevenir la peroxidacion, lo que puede ayudar a prevenir el estrés oxidativo y reducir el
riesgo de enfermedades cronicas degenerativas. Dicha capacidad antioxidante alta se debe
principalmente a la presencia de los grupos hidroxilo-fenolicos, que son capaces de prevenir
eficazmente la peroxidacion aportando atomos de hidrogeno que neutralizan los radicales

libres y, consecuentemente, interrumpen la reaccion en cadena de oxidacion (Jiménez-Lopez,



2017). Las antocianinas poseen actividad antioxidante debido a su capacidad scavenger

(capacidad de unirse a las lipoproteinas de baja densidad acetiladas) (Diaz-Rincén, 2019).

Existen diferentes procesos industriales para producir antocianinas, que incluyen la
extraccion a partir de frutas frescas, la fermentacion microbiana, la produccion in vitro y la
produccion de suspensiones celulares. Estos procesos pueden variar en cuanto a los métodos
de extraccion, los solventes utilizados, las condiciones de cultivo y la purificacion de los

pigmentos (Diaz-Rincén, 2019).

Si bien, los alimentos y las plantas contienen diferentes compuestos antioxidantes, entre los
que se destacan a las antocianinas, sin embargo, el rendimiento de produccion es bajo e
implican el inmoderado uso de recursos como el suelo, agua y otros aditamentos agricolas
que causan la erosion del suelo y un impacto ambiental negativo (Fernandez-Sevilla et al.,
2010). Por lo tanto, se resaltan a los microorganismos u otros sistemas bioldgicos como
biofabricas, entre estos, se destacan a los bacterias, levaduras, microalgas y hongos. En el
caso especifico de los hongos, se denota que, a pesar de que tienen un alto potencial
antioxidante, no hay una gran diversidad de estudios descriptivos y escalables de la
produccion de este tipo de metabolitos. Se denotan a Fusarium oxysporum, Agaricus
bisporus y Pleurotus ostreatus como algunos ejemplos de hongos con capacidad antioxidante

gracias a los metabolitos que producen (Rani et al., 2021).

La produccion de antioxidantes puede ser potenciada mediante el uso de inductores y factores
de estrés oxidativo en cultivos in vitro, como lo son la contaminacion ambiental, radiacion
UV, luz azul, concentraciones elevadas de oxigeno o didéxido de carbono u otras sustancias
quimicas que alteran la estabilidad del microorganismo (Abril-Ibarra, 2022; Diaz-Abarca,
2014). La sintesis de antocianinas esta ligada a las condiciones luminicas, y se ha observado
que la intensidad luminica afecta su produccion. La produccion de antocianinas con hongos
ha sido estudiada en el contexto de la sintesis de estos compuestos en cultivos celulares. Por
ejemplo, se ha reportado la presencia de antocianinas en cultivos celulares de Aristotelia
chilensis, con el desarrollo de una estrategia para la producciéon de extractos ricos en
antocianinas a partir de estos cultivos celulares. Diversos estudios sugieren que los hongos

podrian tener un impacto en la produccion de compuestos antioxidantes en sistemas de



cultivo celular, lo que podria tener implicaciones en la obtencion de estos compuestos con

fines nutracéuticos o industriales (Diaz-Abarca, 2014).

Debido a que los antioxidantes son compuestos atractivos y esenciales para diversas
industrias como la farmacéutica, cosmética y alimentaria por sus propiedades estabilizantes,
conservadoras, antinflamatorias y anticancerigenas, se denota que es imperativo aumentar la
viabilidad y produccion de estos compuestos de manera biotecnoldgica (Parcheta et al., 2021;
Flieger et al., 2021). Considerando el valor de mercado de estas sustancias y el potencial de
los hongos, se presenta a Lepista sordida, un hongo basidiomiceto que contiene compuestos
fenolicos, flavonoides, acido ascoérbico, antocianinas, polisacéaridos, entre otros, que ademas
presentan actividad inmunolodgica, antitumoral y anti-edad (Alim et al., 2023; Wang et al.,

2023; Zhong et al., 2013; Chen et al., 2021).

No obstante, se resalta que los procesos de produccion de L. sordida pueden ser de caracter
liquido (fermentacién sumergida) o sélida (fermentacion solida) (Sheng et al., 2023; Deng et
al., 2012). En el caso de la fermentacion solida, se sugiere el uso de granos de cereales como
arroz y maiz, pero es un proceso tardado por su duracion de 23 dias (Sheng et al., 2023). En
el caso de la fermentacion liquida, se implica el uso de diferentes fuentes de carbono y
nutrientes para lograr un alto rendimiento de biomasa y la coloracion de esta (Deng ef al.,
2012). Por lo tanto, en este estudio se pretende disefiar un bioproceso eficiente y rentable con
base en la fermentacion liquida de Lepista sordida para aprovechar los compuestos

antioxidantes presentes en la biomasa de este hongo.

1.2 Caracterizacion de la organizacion o comunidad
El presente proyecto de aplicacion profesional se realiza en los laboratorios de Ingenieria en

Biotecnologia, de Ingenieria Quimica y de Ingenieria de Alimentos del Instituto Tecnologico
y de Estudios Superiores de Occidente (ITESO), Universidad Jesuita de Guadalajara, Jalisco,
México. El PAP estd a cargo del Dr. Luis Edmundo Garrido Sénchez y el Dr. Alejandro
Arana Sanchez y estd bajo la coordinacién del Departamento de Procesos Tecnologicos e

Industriales de dicha universidad.

Ademas, se cuenta con un equipo de asesores para las diversas actividades requeridas en
dicho PAP, como lo son el Dr. Alejandro Torres Haro, Mtro. Felipe Sanchez Carrillo y la

Mtra. Teresita de Jesus Ramirez Garcia. También colaboraron los responsables técnicos de



los laboratorios mencionados, los cuales reservan los espacios para las actividades

experimentales y proporcionan los materiales del laboratorio.

El ITESO fue fundado en el afio de 1957 por el Padre Luis Hernandez Prieto S.J., José Aguilar
Figueroa y el ingeniero José Fernandez del Valle y Ancira, entre otros. E1 ITESO es una
universidad de inspiracion cristiana confiada a 1a Compaiiia de Jesus y se concibe a si mismo
como una comunidad de personas en permanente crecimiento, bajo la inspiracion de la

tradicion educativa jesuita y el andlisis constante de la realidad. Actualmente el ITESO es

regido por el Dr. Alexander Paul Zatyrka Pacheco SJ (ITESO, 2024).

El campus posee instalaciones educativas modernas, una red de sistemas informaticos y
tecnologicos de punta, 6ptimos laboratorios para diferentes disciplinas, espacios deportivos,
recreativos y areas de convivencia con la naturaleza. Actualmente, la universidad cuenta con
43 planes de estudio a nivel licenciatura y con 26 a nivel posgrado, asi como 5 especialidades

(ITESO, 2024).

El Departamento de Procesos Tecnoldgicos e Industriales (PTI), esta orientado a fomentar
actividades que permiten intervenir de manera directa o alterna en las problematicas
nacionales. Cuenta con una infraestructura fisica, instrumental e intelectual multidisciplinaria
que posibilita soluciones integrales en la construccion de proyectos de investigacion,
desarrollo e innovacion. El Programa de Desarrollo Tecnoldgico para la Sustentabilidad
Ambiental Energética y Alimentaria tiene como objetivo explorar estas lineas de

investigacion como se describen a continuacion:

1. Gestion Ambiental: Mejorar el conocimiento sobre los servicios de ecosistemas y su
relacion con el bienestar y la salud humana. Desarrollar y aplicar metodologias para
entender, cuantificar y prever cambios ambientales acumulativos ocasionados por
proyectos hidricos, urbanos y energéticos.

2. Transicion energética: Desarrollar tecnologia para el ahorro y uso eficiente de la
energia en procesos productivos. Desarrollar conocimiento aplicado y tecnologia para
el aprovechamiento de energias renovables en procesos que resulten econdmicas y
oportunas en problemas de indole doméstica o productiva, rural o urbana.

3. Soberania Alimentaria: Estudiar productos agropecuarios que contengan sustancias

bioactivas subutilizadas que sean aprovechadas integralmente. Disefiar y desarrollar
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alimentos funcionales que prevengan enfermedades agudas y cronicas empleando
microorganismos probiodticos y sustancias nutracéuticas. Desarrollar procesos para el
aprovechamiento secundario de residuos de industrias alimentarias y producir un

mejor rendimiento econdémico y un menor impacto ambiental.

La misién del ITESO consiste en inspirar e impulsar los procesos de formacion y
acompanamiento, a partir de la experiencia cristiana al modo ignaciano, que integran a la
persona, promoviendo el didlogo, la fe y la cultura y para integrar un compromiso solidario.
Por otra parte, la vision del ITESO radica en ser un centro de referencia para el conocimiento
y la vivencia de la espiritualidad ignaciana. Ademas de contemplar aspectos como la cultura,
la problematica social y los que estan en las fronteras de la exclusion, para cumplir una

propuesta de formacion y acompafiamiento (ITESO, 2024).

1.3 Identificacion de la(s) problematica(s)
La ingenieria en biotecnologia se caracteriza por ser una disciplina que toma en consideracioén

los principios y leyes de las ciencias quimicas, fisicas y biologicas para implementar sistemas
bioldgicos y/o bioquimicos de alto potencial para la resolucidon de problematicas, carencias
o necesidades presentes en la sociedad y el mundo actual. Esta disciplina se fundamenta en
los mecanismos metabodlicos de ciertos seres vivos, pudiéndose tratar de organismos
complejos o microorganismos, para llevar a cabo procesos de caracter cientifico e industrial
que cumplan con ciertos objetivos, destacando entre ellos la obtencion de productos y/o
servicios de alta necesidad, ejemplificando al caso de los alimentos a partir de fermentaciones
para la conservacion, enriquecimiento y formulacién de los alimentos o en el caso de la
industria farmacéutica la obtenciéon de farmacos o elementos destacables para la salud

humana (Verma et al., 2011).

Tal es el caso del presente proyecto de aplicacion profesional (PAP 4D09 Innovacion y
emprendimientos biotecnologicos) donde se da la oportunidad de indagar, reconocer y
explorar dentro del vasto campo de la Biotecnologia una carencia o servicio por introducir
y/o mejorar dentro de la sociedad a partir de los principios y beneficios propuestos por un
sistema biologico o bioquimico. En este PAP se permite reconocer los elementos necesarios
para realizar una propuesta de modelo biotecnologico, identificar los aspectos técnicos y

elementales requeridos para llevarlo a cabo, valorar la opinion de grupos de interés, como lo
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es la comunidad cientifica, acerca de la factibilidad y viabilidad del modelo propuesto y
finalmente la implementacion de técnicas de laboratorio para llevar a cabo dicho modelo.
Entre las alternativas propuestas para identificar, desarrollar y modelar a través de principios
biotecnoldgicos se resalta a la investigacion sobre los alimentos, farmacos, nutracéuticos,
procesos de biorremediacion y modelos industriales, dando asi el caso de interés de estudio

acerca de la disponibilidad y produccion de antioxidantes a partir de fuentes bioldgicas.

Muchos de los compuestos antioxidantes presentes en el mercado son de origen vegetal,
como lo es el caso de la luteina, la cual proviene de pétalos de flores de cempasuchil, sin
embargo, la agricultura y horticultura generan un impacto ambiental considerable puesto que
demanda recursos hidricos, nutrientes, suelo, requisitos especificos de cultivo y genera
erosion del suelo. Asimismo, se menciona que se requiere una mayor cantidad de personal
que otras industrias; ademas que las fuentes vegetales cuentan con muy poca concentracioén

de antioxidante biodisponible (0.03%) (Fernandez-Sevilla et al., 2010).

Si bien la produccién de pigmentos y compuestos antioxidantes de origen microbiano
presenta beneficios como menores costos de produccion, menor impacto ambiental, mayores
rendimientos, implementacion de materias primas de bajo costo y posibilidades de
optimizacion a través del proceso disefiado y del organismo seleccionado, sin embargo, el
desarrollo de esto puede ser costoso bajo un largo periodo de tiempo. Ademas, los colorantes
naturales presentan menor fuerza de tincion, muy pocos han sido aprobados para uso
alimenticio y farmacéutico, presentan olores y aromas interferentes en sus propiedades
organolépticas y pueden ser degradados por factores abidticos como la luz, pH, temperatura

y calor, causando menor vida de anaquel y la pérdida de sus funciones (Sen et al., 2019).

En el 4rea de disefio de proceso y determinacion de estrategia de produccion de biomasa, se
presenta a la fermentacion sumergida como una estrategia de producir mayores rendimientos
de biomasa y de productos de interés. Esto gracias al alto grado de control que se puede
implementar gracias al monitoreo de factores como la agitacion, el pH, la temperatura y la
aireacion. Ademas, los riesgos de contaminacion se pueden reducir al implementar mayor
control en el proceso de inoculacion y de recuperacion de biomasa. Gracias a la

homogenizaciéon de la transferencia de oxigeno y nutrientes en el medio, se promueve la
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produccion de metabolitos de interés de forma intracelular y extracelular (Bakratsas et al.,

2021).

Dentro de la seccidon de desarrollo de proceso, se destaca que los procesos de extraccion y
acabado de este tipo de compuestos determinan el rendimiento; el valor econdmico de todas
las operaciones unitarias influye directamente en el costo global del proceso. Un método
clasico es la extraccion mediante solventes orgdnicos, pero es costoso y los resultados son
bajos rendimientos y baja pureza (Sen ef al., 2019). En el caso de los hongos, se resalta que
producen diversos metabolitos de interés de naturaleza intracelular, los cuales requieren de
la ruptura de la pared celular del hongo para obtenerlo, no obstante, esta estructura celular es
muy robusta y, para romperla con eficiencia, es necesario implementar procesos
fisicoquimicos y/o mecanicos para obtener los metabolitos intracelulares (Bhadauria & Peng,
2008; Madla et al., 2012). Es a causa de ello que se han estandarizado métodos de extraccion
no convencionales como extraccion por ultrasonido, microondas o fluidos supercriticos, asi
como métodos de acabado de producto como la microencapsulacioén, nanoencapsulacion o
nanoemulsiones para mantener la estabilidad de los metabolitos de interés ante cambios

fisicoquimicos del ambiente (Pai et al., 2022; Sen et al., 2019).

En el caso de las antocianinas, su disponibilidad puede verse afectada por varios factores. Se
ha observado que las antocianinas en algunos casos reducen su bioaccesibilidad,
posiblemente debido al protocolo de extraccidon de antocianinas en tejidos que no ha sido
optimizado, lo que podria provocar que algun metabolito importante no haya sido descubierto
o extraido de manera satisfactoria (Gémez-Zeledon & Jiménez, 2011). Adicionalmente, el
almacenamiento, procesamiento y acabado de estas sustancias presentan desafios en el
proceso de produccion de estos compuestos a nivel industrial, pues de todo esto depende la
estandarizacion, optimizacion y el cumplimiento de los parametros de calidad

correspondientes a los sectores de implementacion (Ramos-Coérdoba, 2021).

A pesar de las ventajas que las antocianinas ofrecen como posibles sustitutos de los
colorantes artificiales, su incorporacion a matrices alimenticias o productos farmacéuticos y
cosméticos son limitadas debido a su baja estabilidad durante el procesamiento y el
almacenamiento. La extraccion de antocianinas de fuentes naturales como plantas puede ser

un desafio debido a la baja concentracion de estos compuestos y la necesidad de técnicas
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eficientes de extraccion y purificacion. Factores como su propia estructura quimica, pH,
concentracion, temperatura, presencia de oxigeno, acido ascorbico, y actividad de agua de la

matriz determinan la estabilidad del pigmento (Jiménez-Lopez, 2017).

1.4. Planeacion de alternativa(s)
De manera general, el cultivo de hongos, sean basidiomicetos, ascomicetos o levaduriformes

han representado un gran impacto social, tecnolodgico y cultural en la poblacion mundial
gracias a su diversidad de aplicaciones en beneficio de la mejora de condiciones y calidad de
vida, resaltando su aplicacion en el desarrollo de biomateriales, servicios destinados a la
biorremediacion de areas contaminadas, obtencion de nutracéuticos, aditivos alimenticios,
reactivos de importancia industrial o firmacos de alta necesidad y consumo en la sociedad.
Uno de los mayores ejemplos de su explotacion a nivel industrial es el abastecimiento de
alimentos ricos en vitaminas y minerales, estimando que se producen 260,000 toneladas de
cuerpos fructiferos al afio, representando 1.98 mil millones de USD en ventas (Prasad &

Singh, 2023; Bakratsas et al., 2021).

Otra de las ventajas del consumo de estos organismos es que son considerados como
prebidticos, favoreciendo el equilibrio de la microbiota intestinal ante sus elevadas
concentraciones de polisacaridos funcionales y antioxidantes que nutren a los
microorganismos benéficos para la salud humana. Ademas de ello, cuentan con un 80-85%
de compuestos bioactivos como lo son proteinas, acidos grasos, fibras, antioxidantes,
compuestos fendlicos, triterpenoides y diterpenoides que permiten una actividad
inmunomoduladora, antioxidante, antitumoral y antimicrobiana que mejora la salud del
consumidor. Actualmente la industria de productos de origen fingico se centra en la
obtencion de compuestos bioactivos a partir del cuerpo fructifero de estos organismos, siendo
que comunmente son cultivados en residuos agroindustriales bajo condiciones ambientales
controladas, sin embargo, el cultivo de cuerpos fructiferos puede demorar varios meses,
demandar grandes cantidades de sustratos y condiciones unicas y especificas de cultivo,
presenta un gran riesgo de contaminacion ante la baja tasa de crecimiento en comparacion
con otros microorganismos competidores y en ciertos casos se obtienen bajos rendimientos

de produccion (Bakratsas ef al., 2021).
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Lepista sordida es un hongo basidiomiceto, el cual se caracteriza por ser saprofito y por tener
como condiciones ideales de crecimiento un pH de 6.3 y una temperatura de 25°C (Thongbai
et al., 2016). La seleccion de Lepista sordida como actuador bioldgico se fundamenta en la
gran diversidad de compuestos antioxidantes y de importancia biotecnologica que estan
presentes en este organismo, tales son los diterpenoides, antocianinas, compuestos fendlicos,
polisacéridos con capacidad antioxidante que en ciertos otros hongos no estdn presentes.
Cabe senalar que la induccion de la antocianina sintetasa podria favorecer la produccion de
antocianinas en este sistema metabolico y por ende obtener una coloraciéon morada mucho
mayor, sin embargo, la capacidad antioxidante de este organismo se fundamenta a través de
los compuestos fenolicos y polisacaridos que son producidos en forma de metabolitos

secundarios (Thongbai ef al., 2016; Meng et al., 2010).

Se resalta que la investigacion realizada en este proyecto de aplicacion profesional estéd
basada en diferentes trabajos de investigacion que ya probaron la fermentacion sumergida de
L. sordida con fuentes de carbono, nitrogeno y minerales diferentes y la fermentacion solida
con diferentes granos de cereales (Sheng et al., 2024; Deng et al, 2012). Asimismo, se denota
que se utilizaron metodologias de medicion de tasa de crecimiento y de determinacion de
condiciones ideales previamente reportadas (Sheng et al., 2024; Thongbai et al., 2016; Deng
et al, 2012).

La innovacion de la propuesta de este proyecto de aplicacion profesional radica en la
implementacién de la fermentacion sumergida, una estrategia de produccion de biomasa y
metabolitos de interés, en la cual se puede regular y controlar factores fisicos como la
agitacion, el pH y la aireacion, asi como mejorar la transferencia de oxigeno y de nutrientes
en el medio (Bakratsas et al., 2021). Adicionalmente, se presenta como otro factor novedoso
el disefio y optimizacién de un medio de cultivo, asi como en el escalamiento y definicion
del tipo de biorreactor a utilizar y sus condiciones (Tang ef al., 2023; Zhou et al., 2023; Zigba
et al., 2021; Ruytinx et al., 2020). A continuacion, en la figura 1, se puede observar el

cronograma del proyecto y la planeacion de cada actividad y subactividad:
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Modo

noviembre diciembre enero febi

de ~ Nombre de tarea v Duracién v Comienzo w |Fin + | Predecesoras  |22/1029/10 05/11 12/11 19/11 26/11 03/12 10/12 17/12 24/12 31/12 07/01 14/0121/01 28/01 0
- 4Disefio de proceso de 137 dias? mar mié
fermentacién sumergida de 31/10/23 08/05/24
Lepista sordida para
produccidn de extracto
antioxidante
# 1 Revisién bibliografica 137 dias mar 31/10/23 mié 08/05/24 I
P 2 Compra de la cepa 1dia mar 31/10/23 mar 31/10/23 1CC [uﬁ
b 3 Recepcién de la cepa 1dia jue 23/11/23 jue 23/11/23 2 Ih
b 44 Primer propagacion en agar 8 dias jue 23/11/23 |Iun 04/12/2 v |3 " ol
b 4.1 Redaccién de formato 1dia jue 23/11/23 jue 23/11/23 Ii
# 4.2 Aceptacion de formato 2 dias vie 24/11/23 lun 27/11/23 5 |
» 4.3 Preparacion de medio de 1 dia mar 28/11/23 mar 28/11/23 6 |
cultivo e inoculacion
b 4.4 Incubacién de la cepa 4 dias mié 29/11/23 lun 04/12/23 7 |
b 45 Segunda propagacién en agar 30 dias jue 30/11/23 mié 10/01/24 8 d 1
b 5.1 Formato pre ingreso 2 dias jue 30/11/23 vie 01/12/23 | Il
# 5.2 Acceso al laboratorio 1dia lun 04/12/23 lun 04/12/23 10 |
P 5.3 Elaboracién de medio de 1 dia lun 04/12/23 lun 04/12/23 11 Tuhl
cultivo y trabajo
b 5.4 Crecimiento del micelio 27 dias mar 05/12/23 mié 10/01/24 12 | Iﬁ
Modo diciembre enero febrero
de ~ Nombre de tarea v Duracion ~ Comienzo » Fin v Predecesoras ||26/11 03/12 10/12 17/12 24/12 31/12 07/01 14/01 21/01 28/01 04/02 11/02 18/02 2!
» 46 Entrevista con Dr. Rigoberto 4 dias mar 16/01/24 vie 19/01/24 =1
Gaitan
b 6.1 Solicitud de entrevista 2 dias mar 16/01/24 mié 17/01/24 I
b 6.2 Entrevista en linea 1dia jue 18/01/24 jue 18/01/24 15 H
b 47 Determinacién de 10 dias lun 22/01/24 vie 02/02/24 13 e l—]
condiciones éptimas de cultivo
P 7.1 Formato pre ingreso 17 en 2 dias mié 17/01/24 jue 18/01/24 I &
b 7.2 Aceptacion de formato 18 2 dias vie 19/01/24 lun 22/01/24 18 |
enero
b 7.3 Preparacion de medio de 1dia mar 23/01/24 mar 23/01/24 19 I
cultivo e inoculacion 22 enero
P 7.4 Incubacion de la cepa 22 7 dias mié 24/01/24 jue 01/02/24 20
enero
b 7.5 Analisis cinético 2dias jue 01/02/24 vie 02/02/24 21
- 4 8 Fermentacion sélida de 21 dias jue 25/01/24 jue 22/02/24
Lepista sordida
b 8.1 Redaccién de formato 25 1 dia jue 25/01/24 jue 25/01/24 |1
enero
P 8.2 Aceptacion de formato 25 2 dias vie 26/01/24 lun 29/01/24 24 I
enero
b 8.3 Busqueda de materias 2dias vie 26/01/24 sab 27/01/24 25 #
prima 26 enero
Modo re enero febrero n
de v« Nombre de tarea ~ Duracién ~ Comienzo - Fin ~ Predecesoras | 10/12 17/12 24/12 31/12 07/01 14/01 21/01 28/01 04/02 11/02 18/02 25/02
b 8.4 Recepcién del bagazo de 1dia sab 27/01/24 sab 27/01/24 26 [b[
malta 27 enero
A 8.5 Maceracion y coccion de 2 dias lun 29/01/24 mar 30/01/24 27 L
los granos 28 enero [
A 8.6 Preparacion de los 1dia lun 29/01/24 lun 29/01/24 28CC |
biorreactores
b 8.7 Esterilizacién e inoculaciér 1 dia mar 30/01/24 mar 30/01/24 29 I
P 8.8 Incubacion 17 dias mié 31/01/24 jue 22/02/24 30 I ]
= 49 Entrevista con Dra. Leticia 4 dias jue 18/01/24 mar 23/01/24 1
Casas y Dra. lliana Barrera
A 9.1 Solicitud de entrevista 3 dias jue 18/01/24 lun 22/01/24 I
Dra. Leticia Casas
b 9.2 Entrevista en CIATEJ 1dia mar 23/01/24 mar 23/01/24 33 I
= 410 Entrevista con Dr. Jorge Verc 3 dias jue 18/01/24 lun 22/01/24 1
A 10.1 Solicitud de entrevista 2 dias jue 18/01/24 vie 19/01/24 I
Dr. Jorge Verdin Il
A 10.2 Entrevista en CIATE) 1dia lun 22/01/24 lun 22/01/24 36 1]
- 411 Entrevista con Dr. Brandon 5 dias mar 23/01/24 lun 29/01/24 ||
Price
A 11.1 Solicitud de entrevista 4 dias mar 23/01/24 vie 26/01/24 I
Dr. Brandon Price Il
A 11.2 Entrevista en linea 1dia lun 29/01/24 lun 29/01/24 39 1]
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Modo

de ~ Nombre de tarea ~ Duracién
= 412 Fermentacién liquida de 11 dias
Lepista sordida en medios
macerados
b 12.1 Redaccion de formato 1 dfa
medio liquido
b 12.2 Aceptacion de formato 2 dias
25 enero
A 12.3 Preparacion de medios, 1dia
esterilizacion e inoculacion 29
enero
A 12.4 Incubacion y crecimiento 6 dias
del micelio
b 413 Fermentacién liquida de 8 dias
Lepista sordida en medios
comerciales
A 13.1 Redaccién de formato 1 1 dia
febrero
b 13.2 Aceptacion de formato 2 2 dias
febrero
b 13.3 Preparacién de medios, 1dia
esterilizacion e inoculacion 5
febrero
Modo
de + Nombre de tarea ~ Duracién -
b 13.4 Incubacion y crecimiento 5 dias
del hongo
- 414 Optimizaciéon de medio de 12 dias
cultivo liquido
# 14.1 Revision bibliografica6 5 dias
febrero
b 14.2 Redaccidn de formato 6 1 dia
febrero
# 14.3 Aceptacidn de formato 6 2 dias
febrero
A 14.4 Busqueda de materias 2 dias
prima para optimizacion
A 14.5 Preparacion de medios 1 dia
de cultivo, esterilizacién e
inoculacién de medio
optimizado
b 14.6 Incubacién y crecimiento 6 dias
del micelio 13 febrero
b 14.7 Anélisis cinético 21 febrei 2 dias
b 415 Segunda optimizacién del 12 dias?
medio de cultivo liquido
b 15.1 Revisién bibliogréfica 15 3 dias
febrero
Modo
de ~ Nombre de tarea ~ Duracion -
A 15.2 Redaccién de formato 15 1 dia
de febrero
b 15.3 Aceptacién de formato 2 dias
16 de febrero
b 15.4 Preparacion de medios  1dia
de cultivo y trabajo de
laboraterio 19 febrero
b 15.5 Incubacion y crecimiento 6 dias
del micelio 19 febrero
A 15.6 Analisis cinético 19 febrei 2 dias
b 416 Procesamiento de la 8 dias
biomasa(downstream)
b 16.1 Revision bibliografica 28 5 dias
de febrero
A 16.2 Redaccion de formato 28 2 dias
de febrero
b 16.3 Aceptacion de formato  1dia

28 de febrero

16.4 Preparacion de reactivos 1 dia
16.5 Tratamiento de la muesti 2 dias

16.6 Analisis fisicoquimico 3 dias

Comienzo
mar 06/02/24 lun 12/02/24 49

Comienzo  ~ Fin
mié 14/02/24 mié 14/02/24 60CC

jue 15/02/24

lun 19/02/24

~ Comienzo « Fin

jue 25/01/24 jue 08/02/24
jue 25/01/24 jue 25/01/24
jue 25/01/24 vie 26/01/24 42

mié 31/01/24 mié 31/01/24 28

jue 01/02/24 jue 08/02/24 44

jue 01/02/24 lun 12/02/24

jue 01/02/24 jue 01/02/24
vie 02/02/24 lun 05/02/24 47

mar 06/02/24 mar 06/02/24 48

~ Fin ~ Predecesoras

mar 06/02/24 mié 21/02/24

mar 06/02/24 lun 12/02/24

mar 06/02/24 mar 06/02/24 52CC
mié 07/02/24 jue 08/02/24 53
vie 08/02/24 s&b 10/02/24 54

lun 12/02/24 lun 12/02/24 55

mar 13/02/24 mar 20/02/24 56

mar 20/02/24 mié 21/02/24 57
mié 14/02/24 jue 29/02/24

mié 14/02/24 vie 16/02/24

~ Predecesoras

vie 16/02/24 61

lun 19/02/24 62

mar 20/02/24 mar 27/02/24 63

mié 28/02/24 jue 29/02/24 64
mié 28/02/24 vie 08/03/24 65

mié 28/02/24 mar 05/03/24
mié 28/02/24 jue 29/02/24 67CC

vie 01/03/24 vie 01/03/24 68

~ Predecesoras

lun 04/03/24 lun 04/03/24 69
lun 04/03/24 mar 05/03/24 70CC
mié 06/03/24 vie 08/03/24 71

enero febrero

24/12/31/12 07/01 14/01 21/01 28/01 04/02 11/02 18/02 2

enero febrero marzo

24/12 31/12/07/01 14/01 21/01/28/01 04/02 11/02 18/02 25/02 03/03 10/03

1 1

(H 1
enero febrero
31/12 07/01 14/01 21/01 28/01 04/02 11/02 18/02 25/02 03/03 10/03 17/03 2¢

il
'l

marzo
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Modo enero febrero marzo abril

de ~ Nombre de tarea ~ Duracién ~ Comienzo + Fin v Predecesoras [31/12 07/01 14/01 21/01 28/01 04/02 11/02 18/02 25/02 03/03 10/03 17/03 24/03 31/03 07/
= 417 Produccién de biomasa en 17 dias mié 21/02/24 jue 14/03/24 M
airlift
A 17.1 Revision bibliografica 9 dias mié 21/02/24 lun 04/03/24 | 1
A 17.2 Preparacion de medios 1 dia lun 04/03/24 lun 04/03/24 69 I
de cultivo, esterilizacion e 1
inoculacién 26 febrero
A 17.3 Crecimiento del micelio 6 dias mar 05/03/24 mar 12/03/24 75 I
26 de febrero l
17.4 Andlisis cinético 2 dias mié 13/03/24 jue 14/03/24 76 1
418 Segundo procesamiento de 7 dias jue 14/03/24 vie 22/03/24 e |
la biomasa(downstream)
18.1 Redaccidén de formato 28 1 dia jue 14/03/24 jue 14/03/24 n
de febrero J
18.2 Aceptacion de formato 2 dias jue 14/03/24 vie 15/03/24 68 I
14 de marzo Il
18.3 Preparacion de reactivos 1 dia lun 18/03/24 lun 18/03/24 80 I
15 de marzo
18.4 Tratamiento de la 2 dias mar 19/03/24 mié 20/03/24 81 I
muestra 15 de marzo Il
18.5 Analisis fisicoquimico 20 2 dias jue 21/03/24 vie 22/03/24 82 I
de marzo W
Modo brero marzo abril mayo
de ~ Nombre de tarea ~ Duracién ~ Comienzo + Fin v Predecesoras ||04/02 11/02 18/02 25/02 03/03 10/03 17/03 24/03 31/03 07/04 14/04 21/04 28/04 05/05
419 Técnica de acabado del 11 dias jue 21/03/24 jue 04/04/24 VF
extracto
19.1 Busqueda de 3 dias lun 25/03/24 mié 27/03/24 83 |
informacién acerca del
acabado
19.2 Redaccién de formato  1dia jue 28/03/24 jue 28/03/24 85 I
pre ingreso 26 de marzo
19.3 Aceptacion de formato 2 dias vie 29/03/24 lun 01/04/24 86 I
pre ingreso 26 de marzo 1
19.4 Implementacion de 3 dias mar 02/04/24 jue 04/04/24 87 I
técnica de acabado 1
20 Disefio global del proceso 8 dias vie 05/04/24 mar 16/04/24 88 | 1
en SuperPro Designer
21 Ajustes experimentalesy 4 dias vie 05/04/24 mié 10/04/24 89CC [l
del escalamiento del proyecto 1
22 Adaptacion del extracto de 6 dias jue 11/04/24 jue 18/04/24 90 I
hongo para diferentes T
aplicaciones
423 Elaboracién de entregables 9 dias mié 24/04/24 lun 06/05/24 91 [ e— |
23.1 Redaccidn del RPAP 9 dias mié 24/04/24 lun 06/05/24 1 1
23.2 Elaboracién de 9 dias mié 24/04/24 lun 06/05/24 93CC [I W
presentacion final
Modo brero marzo abril mayo
de + Nombre de tarea + Duracién  + Comienzo + Fin + Predecesoras | 04/02 11/02 18/02 25/02 03/03 10/03 17/03 24/03 31/03 07/04 14/04 21/04 28/04 05/0
24 Presentacion final 1dia mar 07/05/24 mar 07/05/24 94 |T

Figura 1. Cronograma y planeacion de actividades realizado en Microsoft Project.

El cronograma mostrado en la figura 1 fue realizado en el programa MS Project y orientado
junto con el Dr. Alejandro Arana Sanchez desde los inicios de la experimentacion del
presente proyecto de investigacion. El incentivo de esta planeacion es mantener una bitacora
digital con respecto al tiempo invertido y desempefiado en la experimentacion y evaluacion
de la produccion de antioxidantes, ademas de planificar sesiones informativas con grupos de
interés, clases teoricas respectivas al programa de proyecto de aplicacion profesional y
elaboracion de entregables. A su vez, se destina como una herramienta profesional que
cautiva a la temprana planificacion de un proyecto de investigacion robusto como lo es el

presente caso.

1.5. Desarrollo de la propuesta de mejora
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Para lograr disefiar el proceso de fermentacion sumergida para la produccion de biomasa vy,
posteriormente, un extracto antioxidante de Lepista sordida, se implementaron diversas
metodologias. En primera instancia, se evaluaron las condiciones de crecimiento de L.
sordida con distintos medios s6lidos definidos (PDA, Agar Sabouraud y “Yeast Malt Agar™)
y a diferentes temperaturas (22, 25 y 28°C). Después de este experimento, se observo el
crecimiento de L. sordida en frascos con sustratos solidos (granos de alpiste, avena, sorgo,
maiz palomero, bagazo de malta, trigo y arroz) para determinar la eficiencia de este tipo de
fermentacion y las contrapartes que podrian surgir durante la fermentacion. Posteriormente,
se ejecutd un disefio experimental de medios liquidos, evaluando los efectos de diferentes
fuentes de carbono (fructosa, jarabe de maiz y miel de abeja) y la presencia de acido
glutamico; esto con el fin de obtener un medio de bajo costo y que genere rendimientos altos

de biomasa.

Como parte del escalamiento, se prepararon 2 matraces Erlenmeyer de 100 mL con el medio
optimizado para generar el preindculo para implementar la fermentacion liquida en un
biorreactor de tipo airlift de capacidad de 2 L con una aireacion de 1 vvm, temperatura de
22°C, pH de 6.3 y 5 dias de biorreaccion. Después, se implementd un biorreactor de tipo STR
de capacidad de 1 L con temperatura de 25°C, pH de 6.3, 210 rpm y 7 dias de biorreaccion.
Al final del proceso, se secara la biomasa para obtener el extracto del hongo con etanol al
96% v/v y este se caracterizard con las pruebas de capacidad antioxidante de ABTS, medicion
de compuestos fenolicos con acido galico, medicion de antocianinas por método de pH

diferencial y la comparacion con respecto de Trolox.

Caracterizacion microbiologica de L. sordida

La cepa de Lepista sordida proviene del laboratorio “Three Petals Biotechnology” ubicado
en Malasia cuyo enfoque es la propagacion, venta y distribuciéon de hongos medicinales,
gourmet o de alta importancia en los alimentos, implementados para realizar biomateriales y
con fines de biorremediacion. La figura 2 muestra la imagen de la cepa de L. sordida enviada
por parte del proveedor. Acorde a Thongbai et al. (2016), Lepista sordida se caracteriza por
ser un hongo sapréfito que presenta su mayor actividad bioloégica a un pH de 6.3 y
temperatura de 25°C; se reconoce que esta especie crece en bosques mesofilos con altos

niveles de humedad y en suelos ricos en materia organica para favorecer la fructificacion de
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este, siendo que se requiere una humedad relativa del 95-97% y una temperatura promedio

de 25°C (Thongbai et al., 2016).
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Figura 2. Inoculacion y distribucion de Lepista sordida por parte del laboratorio “Three Petals

Biotechnology .

Se desarrolld un disefio experimental con dos factores, siendo el primero de ellos el medio
de cultivo, seleccionando tres medios comerciales diferentes (PDA, Agar Sabouraud y
“Yeast Malt Agar”) y tres temperaturas diferentes (20, 25 y 28°C), esto con la finalidad de

evaluar la tasa de crecimiento radial del micelio como variable de respuesta.

En la tabla 1, se presentan las tasas de crecimiento de L. sordida segin las condiciones

experimentales propuestas por el disefio experimental mencionado anteriormente:

Tabla 1. Disefio de experimentos para la determinacion de la tasa de crecimiento segin el medio de cultivo y la

temperatura.

Medio de cultivo Temperatura [°C] Tasa de crecimiento [dia™!]
Yeast Malt agar 20 0.16 £ 0.005
Yeast Malt agar 25 0.19 £0.005
Yeast Malt agar 28 0.15
Agar Sabouraud 20 0.16 £0.018
Agar Sabouraud 25 0.20 £ 0.005
Agar Sabouraud 28 0.18 £0.012

Potatoe Dextrose Agar 20 0.14 + 0.008

Potatoe Dextrose Agar 25 0.16 £ 0.005

Potatoe Dextrose Agar 28 0.14 + 0.005
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Tras haber obtenido los resultados cinéticos de la tasa de crecimiento promedio en funcién a
la temperatura y medio de cultivo seleccionado para el experimento con L. sordida, se llevo
a cabo el andlisis de varianza en Minitab con el propdsito de identificar diferencias
estadisticamente significativas y evaluar las mejores condiciones propuestas para el
crecimiento de este basidiomiceto. Los resultados estadisticos se muestran en las figuras 3 y

4.

Term

Factor  Name
A Temperatura(°C)
B Medio de cultive

AB

Ctandardizad Fffart

Figura 3. Analisis de varianza para la seleccion de medio de cultivo y temperatura.

Optimal Temperat Medic de
. High 28 PDA
D: 05681 " 25 SAB
Low 20 YMA
______ - ———— % ————
Tasa de [ ]
Maximum
y = 0.2033 L
d = 0.56410
L
L

Figura 4. Analisis estadistico de la tasa de crecimiento para la determinacion de medio de cultivo y
temperatura 6ptimo.

En funcion a las figuras 3 y 4 se denota que la temperatura y el medio de cultivo si tienen un
efecto estadisticamente significativo en la tasa de crecimiento del organismo puesto que
ambos factores rebasaron el limite permisible de la prueba estadistica, ademas de que la
interaccion entre ambos también mostrd un efecto relevante sobre la actividad bioldgica de

Lepista sordida. De igual manera, se buscaron las condiciones idoneas donde la tasa de
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crecimiento fue mayor para este experimento, siendo que las condiciones ideales fueron una
temperatura de 25°C y como medio de cultivo el Agar Sabouraud, siendo este un medio de

cultivo selectivo para el aislamiento de hongos y levaduras (Bioser, 2024).

De manera paralela, se realizé un experimento bajo el modelo de fermentacion solida donde
se seleccionaron 6 cereales (maiz palomero, trigo, sorgo, avena, arroz y alpiste) y un residuo
agroindustrial (residuo de malta cervecera) para evaluar el crecimiento de biomasa de Lepista
sordida. Se llevo a cabo la fermentacion sélida en los 6 tipos de cereales mencionados puesto
que son sustratos ricos en polisacaridos y demas carbohidratos esenciales para el crecimiento
del micelio, ademas que los cereales pueden ser implementados como reservas de nutrientes
en cualquier momento del crecimiento del micelio y asemejan las condiciones de crecimiento
del micelio en la naturaleza (Ishani et al., 2021). Se seleccionaron especificamente esos 6
granos puesto que son semillas cultivadas en la regiéon occidente de México y su

abastecimiento no seria una limitante para el crecimiento del micelio.

Por otra parte, se implementd como residuo agroindustrial al residuo de malta cervecera
puesto que es uno de los grandes desperdicios de la industria de bebidas, siendo que en 2018
se obtuvieran cifras de produccion de 20 kg de bagazo de malta cervecera humedo por cada
100 L de cerveza, representando aproximadamente el 85% de los residuos generados por esta
industria. La seleccion de este residuo para el crecimiento de micelio se fundamenta en su
composicion bioquimica, siendo que contiene proteinas, celulosa, hemicelulosa, lignina y
lipidos que son esenciales para el crecimiento y metabolismo fingico, ademas de presentar

cierta capacidad antioxidante (Barrera-Martinez, 2019).

Cada uno de los sustratos fue suspendido en agua de grifo por al menos 12 horas con la
finalidad de incrementar el porcentaje de humedad en cada uno de ellos y asimilar la humedad
necesaria para el crecimiento del micelio. Posteriormente, fueron colocados 100 g de cada
medio solido en frascos de cristal por duplicado y esterilizados a 121°C y 15 psi por 60
minutos. Tras 15 dias de crecimiento, se evalu6 el crecimiento de biomasa obtenido para cada
uno de ellos, los resultados de dicha prueba de crecimiento de micelio se muestran a través

de la figura 5:
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Figura 5. Resultados de crecimiento de Lepista sordida sobre medios solidos y lignocelulésicos tras 15 dias.

Dada la informacion obtenida a partir del experimento de fermentacion sélida, se presentan
los resultados de la biomasa obtenida, en gramos, a partir de cada tipo de cereal y el bagazo

de malta cervecera como residuo agroindustrial mediante la tabla 2:

Tabla 2. Resultados del disefio de experimentos propuesto para la determinacion de crecimiento de biomasa de

L. sordida en diferentes medios solidos.

Sustrato Biomasa [g]
Maiz palomero 99.17 £ 1.26
Trigo 100.15 +0.94
Sorgo 100.57 + 0.89
Avena 99.52
Arroz 96.3
Alpiste 96.2 +£1.54
Bagazo de cebada 96.19 + 0.97

Posteriormente, se llevd a cabo el andlisis de varianza en Minitab con el proposito de
identificar diferencias estadisticamente significativas y evaluar las mejores condiciones
propuestas para el crecimiento de este basidiomiceto bajo el modelo de fermentacion solida.

Los resultados estadisticos se muestran en las figuras 6 y 7:
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Analisis de varianza para la fermentacion sélida
acorde a la prueba de Tukey

104.00

A A
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€ 96.00
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@ 94.00
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Sorgo Trigo Avena Maiz Arroz Alpiste Bagazo de
palomero malta

Sustrato sdlido

Figura 6. Analisis de varianza para la fermentacion solida acorde a la prueba estadistica de Tukey.

Grafica de intervalos de Biomasa (g) vs. Sustrato
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Figura 7. Grafica de intervalos de biomasa con respecto del sustrato sélido para analisis estadistico de
fermentacion sélida.

Segun los datos obtenidos y mostrados en la tabla 2, figuras 6 y 7, se denota que la biomasa
obtenida por cada 100 gramos de sustrato solido previamente hidratado va desde 96.19 hasta
100.57 g tomando en consideracion la masa correspondiente a la humedad y sustrato presente
en cada biorreactor. Cabe sefialar que no se contd con una instrumentacion propiamente

destinada para la medicion de biomasa seca, siendo que se tomd en cuenta la diferencia de
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masa una vez que el proceso de colonizacion del sustrato finalizoé por lo que solamente se
precis6 la afinidad del organismo ante cada tipo de sustrato. De igual manera, la prueba
estadistica mostrada en la figura 3 obtuvo un P-value de 0.041, afirmando que se rechaza la
hipotesis nula y por ende se asegura que todas las medias del experimento son diferentes.
Asimismo, se demuestra que no hay diferencias estadisticamente significativas con respecto
del crecimiento de L. sordida entre cada tipo de sustrato al ser que todos los tratamientos
pertenecen al grupo A correspondiente a la prueba de Tukey, sefialando que los sustratos con

mayor biomasa fueron el sorgo, trigo y avena.

Cabe senalar que el agua obtenida del proceso de maceracion de los cereales del experimento
anterior fue implementada para realizar una fermentacion liquida y obtener un preindculo de
L. sordida para posteriores experimentos. Para ello, se tomaron 100 mL de cada concentrado
liquido de los cereales por duplicado y se les adicion6 peptona de gelatina y dextrosa en
concentraciones de 1 g L™! para ambos reactivos. Posteriormente fueron esterilizados a 121°C
y 15 psi por 15 minutos, inoculados con 2 discos de agar con biomasa de L. sordida e
incubados a una temperatura de 28°C y 180 rpm. La figura 8 representa el preindculo
obtenido de biomasa de Lepista sordida a través del medio de cultivo previamente formulado

para su posterior uso en fermentaciones liquidas méas robustas y especificas:

Figura 8. Preinoculo de Lepista sordida.

Tras haber obtenido suficiente indculo de Lepista sordida en medios de cultivo liquidos a
base de macerados de cereales, como se muestra en la figura 8, se decidid por delimitar una

formulacion de medio de cultivo en base a jarabes o materias primas de la industria
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alimenticia como fuentes de carbono puesto que son materias primas de mediano costo y que
presentan una atractiva concentracion de azucares reductores y disacaridos esenciales para el
crecimiento de biomasa fingica. Con ayuda de la tabla 3, se presenta la formulacion de dicho

medio de cultivo:

Tabla 3. Formulacion de medio de cultivo a base materias primas de alimentos como fuentes de carbono.

Concentracion
Sustancia quimica [g L]
Miel de abeja / jarabe
de maiz / fructosa 20
Fosfato de amonio 24
Acido glutdmico 1

Se optd por implementar miel de abeja o jarabe de maiz como fuentes de carbono presentes
en un medio de cultivo liquido puesto que son compuestos de origen natural con altas
concentraciones de azucares, ejemplificando a la miel de abeja que cuenta con
aproximadamente 70% de azucares reductores y no reductores. Otra ventaja del uso de estas
sustancias como elementos nutritivos de un medio de cultivo es que cuentan con sales y
minerales que brindan una mayor nutricion a los organismos consumidores, ademas de contar
con vitaminas y micronutrientes esencialmente necesarios para el metabolismo fungico.
Ademas de ello, la miel de abeja cuenta con propiedades antimicrobianas que mantienen la
asepsia de los medios de cultivo en casos de presentarse contaminacion cruzada, sin embargo,
no se garantiza su uso como total agente desinfectante o preventivo de actividad microbiana

(Sollid, 2020; Stanley et al., 2013).

Por otra parte, se selecciond como fuente de nitrégeno al fosfato de amonio puesto que es
uno de los elementos con mayor asimilacion de nitrogeno por parte del micelio. Su principal
funcion es el abastecimiento de nitrogeno para la formacién de péptidos como lo son enzimas
o proteinas de membrana cuyo enfoque sera mantener la estabilidad celular, crecimiento del
micelio y produccion de proteinas intermediarias en el metabolismo. Se ha demostrado que
el cultivo de Ganoderma lucidum en biorreactores tipo airlift con fosfato de amonio como
fuente de nitrégeno en concentraciones menores a 3 g L' ha incrementado considerablemente

la produccion de exopolisacaridos y biomasa. No obstante, se sefiala que en concentraciones
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mayores a la indicada los iones amonio son responsables de inhibir la actividad biologica,
afectando directamente en la morfologia y densidad del micelio ademas de la produccion de
exopolisacéaridos. Finalmente, el fosfato de amonio adiciona grupos fosfato al metabolismo
fingico que pueden ser implementados en la sintesis de diferentes moléculas intermediarias

del metabolismo (Lee et al., 1999).

El acido glutamico presenta la particularidad de ser uno de los intermediarios metabolicos
del ciclo del acido citrico, por lo que su suplementacion en un medio de cultivo favoreceria
una mayor direccion de flujo de materia para la formacion de precursores e intermediarios
que pueden ser direccionados hacia la formacion de biomasa, lo que propiciaria tener
mayores rendimientos de produccion de biomasa en el sistema fermentativo y que ademas se
esperaria una mayor presencia de compuestos antioxidantes de interés biotecnologico. La
asimilacion del acido glutdmico u otros aminoacidos esenciales por parte del micelio mejora
considerablemente la produccion de biomasa fingica puesto que este compuesto eficientiza
la actividad metabolica del organismo al beneficiar la permeabilidad de la membrana celular,
lo que permite una mayor difusion de nutrientes para su aprovechamiento y transformacion
en metabolitos de interés; tal es el caso de la mejora en la produccioén de pigmentos, acidos
aminobutiricos y monacolinas por parte de Monascus purpureus al suplementar acido

glutamico al medio de cultivo en una concentracion de 10 mM (Zhang et al., 2019).

Como continuacion de la experimentacion, se ejecutd la fermentacion liquida utilizando
matraces Erlenmeyer de 250 mL, implementando como volumen de biorreaccion 100 mL de
medio de cultivo para cada fuente de carbono mencionada con duplicados para cada
tratamiento y 5 mL como volumen de indculo de L. sordida. Ademas, se consider? la adicion
de acido glutamico a 1 g L™! para evaluar su efecto en el crecimiento del micelio, comparando
medios de cultivo con y sin este compuesto de caracter vitaminico. Los medios de cultivo
fueron esterilizados a 121°C y 15 psi por 15 minutos e incubados a 28°C y 180 rpm por 7
dias, siendo estos visualizados a través de la figura 9. Por otra parte, los resultados de

concentracion de biomasa obtenidos se presentan en la tabla 4:
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Figura 9. Experimentacion de fermentacion liquida de Lepista sordida bajo medios de cultivo definidos.

Tabla 4. Resultados de disefio de experimentos para fermentacion liquida con variacion de fuentes de carbono

y presencia de acido glutamico

Medio de Biomasa
cultivo [g*L!]
Miel de abeja 1.15+£0.35
Miel de abeja + 4cido
glutamico 2.65+£0.35
Jarabe de maiz 1.45+0.07
Jarabe de maiz +
acido glutdmico 2.30+0.42
Fructosa 2.15+0.49
Fructosa + acido
glutamico 2.60 £0.42

Posteriormente, se llevd a cabo el andlisis de varianza en Minitab con el proposito de
identificar diferencias estadisticamente significativas y evaluar las mejores condiciones
propuestas para el crecimiento de este basidiomiceto bajo el modelo de fermentacion liquida,
también tomando en cuenta el efecto del acido glutamico sobre la concentracion de biomasa

fungica. Los resultados estadisticos se muestran en las figuras 10y 11:
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Andlisis de varianza para la fermentacion
liguida acorde a la prueba de Tukey
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Figura 10. Analisis de varianza para la fermentacion liquida acorde a la prueba estadistica de Tukey.
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Figura 11. Gréfica de intervalos de concentracioén de biomasa con respecto del medio de cultivo.

Cabe senalar que en el andlisis de varianza obtenido a partir de los datos presentados de la
tabla 4 y evaluados a través de las figuras 10 y 11, se obtuvo un P-value de 0.033, denotando
que se rechaza la hipotesis nula y por ende se afirma que todas las medias de los 6
tratamientos son diferentes. De igual manera, a través de la prueba de Tukey expuesta en la
figura 10, se interpretd que todos los tratamientos son pertenecientes al mismo grupo

estadistico, sin embargo, las mayores concentraciones de biomasa fueron obtenidas a partir
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de los tratamientos que incluian fructosa-acido glutdmico y miel de abeja-acido glutdmico

como fuentes de carbono, resultando en 2.60 y 2.65 g L' de biomasa respectivamente.

No obstante, se tomo6 la decision en que el medio de cultivo fuera quimicamente definido
puesto que la estandarizacion de azicares del medio de cultivo con miel variaba segtin fuera
el lote de produccion de miel y por ende se podria complicar la estandarizacion del proceso
de fermentacion. Ademas de ello, se desconocia el valor experimental de aziicares presentes
en la muestra de miel, siendo que se tomo en consideracion el valor reportado por Sollid
(2020). Es por ello que se adecu6 el uso de monosacaridos como la fructosa y disacaridos
como la sacarosa, ambos de grado alimenticio, para la nueva formulacion de un medio de

cultivo.

Cabe senalar que se intercald a la fructosa por sacarosa puesto que Zhu et al. (2016)
encontraron mayores rendimientos y productividades de polisacaridos con capacidad
antioxidante producidos por Cordyceps gunnii al implementar sacarosa como principal
fuente de carbono. Ademas, el uso de sacarosa obliga al micelio a la expresion de enzimas
hidroliticas que sean capaces de romper el enlace glucosidico presente en dicho disacéarido y
aprovechar las unidades monoméricas como fuentes de carbono. De igual manera, se
fundamento el uso de sacarosa puesto que Meng et al. (2010) registraron la mayor velocidad
de crecimiento, mejor desarrollo y morfologia densa y lanuda del micelio de L. sordida al
optar por esta fuente de carbono, obteniendo los mismos resultados que al implementar
almidon de maiz. Por otra parte, se decidid suplementar cloruro de calcio y sulfato de
magnesio puesto que el calcio y magnesio en forma de iones funcionan como cofactores que
activan y estimulan la actividad enzimatica del micelio, ademds de ser micronutrientes

indispensables para el crecimiento de hongos (Holt ez al., 2024).

Mediante la tabla 5, se ilustran las concentraciones de cada elemento presente en el medio de

cultivo quimicamente definido:

Tabla 5. Elementos del medio de cultivo quimicamente definido

Componentes de Concentracion
medio de cultivo [g*L ]
Sacarosa 15.2
Fosfato de amonio 2.4
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Acido glutamico 1
Cloruro de calcio 0.1
Sulfato de magnesio 0.5

Se resalta que el medio de cultivo propuesto en la tabla 5 tiene un costo de materias primas
de $15.70 aproximadamente para 1 L de medio, tomando en consideracion costos de
reactivos de grado alimenticio. Ante esta propuesta de medio de cultivo se satisface la
necesidad de buscar un medio de cultivo barato y rentable para facilitar el escalamiento del

proceso fermentativo en cuestion de busqueda de medios de cultivo a nivel industrial.

El preindculo fue desarrollado en 2 matraces Erlenmeyer de 250 mL con 100 mL de volumen
de trabajo cada uno correspondientes al medio de cultivo descrito en la tabla 5 y expuestos a
una velocidad de agitacion de 180 rpm y 28°C por 7 dias. Tras haber identificado el 6ptimo
crecimiento del preinodculo de L. sordida, se realizo un escalamiento a nivel biorreactor tipo
“airlift” con la finalidad de obtener una mayor obtencion de biomasa y los procesos
posteriores de caracterizacion fisicoquimica del extracto y su acabado final, lo cual se puede
apreciar en la figura 12. Esto se debe gracias a que la agitacion, al ser neumatica e impulsada
por el suministro de un gas de alimentacion, permite que el esfuerzo cortante aplicado sobre
las células del micelio sea menor y por ende el estrés hidrodindmico sea menor, manteniendo

la integridad y viabilidad celular (Bakratsas ef al., 2021).

Un dia previo a la finalizacion del crecimiento del preindculo, se realiz6 la instrumentacion,
lavado, secado y regulacion del pH con reactivos implementados en la industria de alimentos
tales como acido citrico y bicarbonato de sodio segun sea el caso para poder verter el medio
de cultivo y esterilizarlo a 121°C y 15 psi por 20 minutos (Xu et al., 2023). Se resume que
las condiciones de cultivo fueron una temperatura promedio de 22°C, 5 dias de biorreaccion
y 1 vvm de aireacion. La figura 12 muestra la instrumentacion y operacion en tiempo real del
biorreactor tipo airlift para evaluar el crecimiento de micelio de L. sordida bajo este sistema

biotecnologico:
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Figura 12. Experimento de escalamiento en biorreactor tipo airlift de 2 L.

A continuacion, se presenta el balance metabolico de materia para la biorreaccion de

produccion de biomasa:

0.066C,,Hy,0;, + 0.8490, 4+ 0.072NH, — 0.013CH, 430084No26 + 0.779C0, + 0.858 H,0

Ecuacién 1. Balance metabdlico de materia en coeficientes molares para la biorreaccion de produccion de
biomasa en biorreactor tipo airlift (Pineda-Insuasti et al., 2014).

22.89 Cy2Hyy 011 + 27.17g 0, + 1.30g NH, = 0.39g CH, 4300 54No 26 + 35.29 CO, + 15.44g H,0

Ecuacion 2. Balance metabodlico de materia en coeficientes masicos para la biorreaccion de produccion de
biomasa en biorreactor tipo airlift (Pineda-Insuasti et al., 2014).

A partir del balance metabolico en coeficientes masicos planteado en la ecuacion 2, se ha
determinado un rendimiento de 0.017 g biomasa por cada g de sacarosa, deduciendo que el
flujo metabolico se direcciono principalmente hacia la formacion de subproductos como lo
fueron primordialmente dioxido de carbono y agua. Puesto que el rendimiento biomasa-
sustrato fue tan bajo, se tomo la decision de no continuar implementando el biorreactor tipo

airlift ante las condiciones de cultivo mencionadas con anterioridad.

Al mismo tiempo, se proceso biomasa de L. sordida proveniente de fermentacion sélida con
la finalidad de establecer un protocolo de extraccion de compuestos antioxidantes
implementando como solvente etanol 96% v/v. Para ello, se recolect6 el micelio fuera de los

biorreactores de fermentacion solida, se seco en una estufa de secado a 30°C por 4 horas y
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fue triturado con ayuda de un mortero con la finalidad de minimizar el tamafio de particula.
Posteriormente, se coloco 1 g de biomasa seca y pulverizada en tubos conicos limpios de 15
mL por triplicado y se evalu6 el volumen de etanol 96% v/v implementado, tomando como
niveles la relacion 1:10 y 1:20 de biomasa-etanol. La extraccion tuvo una duracion de 24

horas a 180 rpm y 28°C (Dwi-Nurhayat et al., 2023).

Mediante el uso de la tabla 6 se presentan los resultados de concentracién de antocianinas en
forma de cianidina-3-gluco6sido con respecto a la relacion gramos de biomasa - volumen de

etanol 96% v/v implementado para cada tratamiento:

Tabla 6. Resultados de extraccion de antioxidantes (antocianinas) con respecto de la relacion biomasa-etanol

96%.

Relacion Antocianinas
biomasa-etanol [g*L!]

1:10 2.282 +0.753

1:20 2.115+0.695

Dados los resultados de antocianinas reflejados en la tabla 6, se llev a cabo el analisis de
varianza en Minitab con el propdsito de identificar diferencias estadisticamente significativas
y evaluar las mejores condiciones de extraccion a partir de la biomasa fingica obtenida a
través del modelo de fermentacion solida. Los resultados estadisticos se muestran en las

figuras 13 y 14:

Andlisis de varianza para la extraccion de
antioxidantes acorde a la prueba de Tukey
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Figura 13. Analisis de varianza para la extraccion de antioxidantes acorde a la prueba de Tukey.
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Grafica de intervalos de Antocianinas[mg/L] vs. Relacién biomasa-etanol
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Figura 14. Gréfica de intervalos de antocianinas vs relacion biomasa-etanol.

A partir de los 0.39 g de biomasa de Lepista sordida obtenidos del biorreactor airlift, se
generaron 3.9 mL de extracto con etanol al 96% siguiendo la metodologia previamente

descrita y fundamentada a través del analisis estadistico de las figuras 13 y 14.

El extracto antioxidante fue caracterizado con la prueba de capacidad antioxidante por ABTS,
comparacion con respecto de Trolox, cuantificacién de antocianinas mediante método de pH
diferencial y cuantificacion de compuestos fenolicos con el método de acido galico. Lo

anterior se puede apreciar en la tabla 7.

Tabla 7. Caracterizacion del extracto de la biomasa crecida en biorreactor de tipo “airlifi .

Antocianinas  Capacidad antioxidante Trolox Compuestos fenolicos
(mg L) (% de inhibicion) (umol L) (mg GAE/g muestra)
4.23 44.15 585.96 3.896

La siguiente ecuacion quimica en coeficientes masicos describe el balance de materia del

proceso de extraccion:

0.39 g Biomasa — 0.000017g antoc.+0.00118g antiox.+0.0156g comp. fenélicos + 0.373 g Debris

Ecuacion 3. Balance de materia en coeficientes masicos para el proceso de extracciéon de compuestos

bioactivos a partir de biomasa de L. sordida.
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En consecuencia de las cuatro mediciones representadas en la tabla 7, se obtuvo menos de 1
mL restante de extracto antioxidante para la realizacién de otros subproductos o su
aprovechamiento. Es por ello por lo que se decidid someter al proceso de extraccion la
biomasa presente en 4 matraces con cultivo de Lepista sordida, siendo que se obtuvo 5 g de
biomasa seca y ya preparada para someter al proceso de extraccion. Nuevamente, esta fue
suspendida en 50 mL de etanol 96% v/v y macerada por 24 horas tomando en consideracién
una agitacion de 180 rpm y 28°C. A continuacion, se presentan los resultados pertinentes de

compuestos y actividad antioxidante obtenidos a partir de dicho nuevo extracto en la tabla 8:

Tabla 8. Caracterizacion del extracto de Lepista sordida.

Antocianinas  Capacidad antioxidante Trolox Compuestos fendlicos
(mg L) (% de inhibicion) (umol L) (mg GAE/g muestra)
7.014 72.72 £3.07 1957. 42 + 84.37 0.141

Como parte de la evaluacion del escalamiento del proceso, también se evaluo el crecimiento
de L. sordida en un biorreactor de tipo STR de capacidad de 1L, el cual estuvo operando por
7 dias a 25°C, 210 rpm y pH de 6.3. Se resalta que el agitador fue de tipo Rushton. A
continuacion, se muestran los resultados obtenidos a partir de la fermentacion liquida de este

hongo en dicho biorreactor:

Figura 15. Fermentacion liquida de Lepista sordida en biorreactor STR con turbina tipo Rushton.
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Dados los resultados obtenidos a partir de la fermentacion liquida de Lepista sordida en
biorreactor STR con turbina tipo Rushton, se plantearon los siguientes balances metabdlicos

para la obtencion de biomasa:
0.004C,,H,,0;, + 0.05480, + 0.014NH, — 0.0069C H, g300.34No 26 + 0.041C0, + 0.066 H,0

Ecuacién 3. Balance metabdlico de materia en coeficientes molares para la biorreaccion de produccion de
biomasa en biorreactor STR con turbina tipo Rushton (Pineda-Insuasti et al., 2014).

1.369g C,,H,,04, + 1.582g 0, + 0.252g NH, — 0.213g CH, 4300.84No.26 + 1.808g CO, + 1.182g H,0

Ecuacion 4. Balance metabodlico de materia en coeficientes masicos para la biorreaccion de produccion de
biomasa en biorreactor STR con turbina tipo Rushton (Pineda-Insuasti et al., 2014).

Tomando en consideracion el balance metabolico planteado en la ecuacion 4 bajo
coeficientes masicos, se tiene en cuenta que la produccion de biomasa fingica fue mejor en
el biorreactor STR con turbina tipo Rushton que en el biorreactor tipo airlift, exaltando que
ademas se tuvo un mejor cuidado en cuestion de la inocuidad y prevencion de contaminacion
cruzada del experimento. Bajo este esquema, se plante6 un rendimiento biomasa-sustrato
(Yxss) de 0.0467 g de biomasa por cada gramo de sacarosa, asi como una conversion de la
principal fuente de carbono (Csac) del 29.82% y una selectividad para la principal fuente de
carbono (Ssac) del 15.7%.

Tras haber establecido todos los parametros adecuados para cada una de las operaciones
unitarias implicitas en el desarrollo del bioproceso de produccion de antioxidantes mediante
L. sordida se prosiguid a insertar y simular el flujo de proceso mediante SuperPro Designer,
siendo esta una herramienta digital cuyo enfoque es el andlisis de procesos quimicos y
biologicos donde se permite ingresar las operaciones unitarias destinadas, tiempo de
operacion individual, ajuste de flujos de materia y energia y finalmente un anélisis financiero
para verificar la factibilidad, viabilidad y economia propuesta por el modelo industrial. En
las figuras 16 y 17 se dan a conocer las operaciones unitarias implementadas para la
obtencion y manufactura de 1000 unidades de 25 mL de cada una de extracto antioxidante

de L. sordida:
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Figura 17. Simulacién en SuperPro Designer para el modelado de produccion de extracto antioxidante de

Lepista sordida.

Acorde a la figura 16, se muestra el diagrama de bloques realizado en funcion a la
normatividad de la ISO 10628, siendo que se sefiala el flujo de materia y energia destinado
para la fermentacion semilla con una menor intensidad de color de flujo, haciendo referencia
mediante esta metodologia en que el flujo principal de materia se destina hacia la
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fermentacion principal y posterior a las operaciones unitarias involucradas en la recuperacion
y pretratamiento de la biomasa, extraccion de antioxidantes y metabolitos de interés y
finalmente en el envasado de este extracto en goteros color ambar con una capacidad de 25

mL.

Tal como se aprecia en la figura 17, se distingue a las operaciones unitarias correspondientes
a los procesos de formulacion y mezclado de medio de cultivo, pertenecientes a la seccion
de upstream. Posteriormente, se presenta a las operaciones unitarias de fermentacion
pertinentes al grupo midstream, focalizadas primordialmente al crecimiento de biomasa
segun sean las condiciones requeridas del cultivo previamente mencionadas. Finalmente, se
hace hincapi¢ en las operaciones unitarias downstream cuyo propOsito es recuperar y

pretratar la biomasa de Lepista sordida para obtener el extracto antioxidante.

El costo unitario de produccion por unidad de extracto antioxidante de Lepista sordida de 25
mL es de 21.33 USD. Por otra parte, el costo de venta unitario por unidad de extracto
antioxidante es de 30 USD, siendo este delimitado a partir de las caracteristicas y propiedades
antioxidantes obtenidas en el producto, asi como una estimacion en funcion a los precios ya

establecidos en el mercado de extractos antioxidantes.

Cabe sefialar que el proceso de manera general tarda 342 horas, siendo este equivalente a
14.3 dias de proceso por cada batch. Segun la informacidn proporcionada por el software, la
planta industrial y biotecnologica operara por 7771.1 horas, teniendo en cuenta 7920 horas
de operacion por afio. Las horas de trabajo y operacion del modelo biotecnologico dan como
resultado 44 lotes por afio de trabajo. De igual manera, se obtuvo que se requiere una
inversion inicial de 506,007 USD y un costo anual de operacién de 938,505 USD por aiio.
No obstante, se garantiza una ganancia anual de 1°320,000 USD, retorno de inversion (ROI)
de 52.86%, tasa interna de retorno (71R) de 24.95%, tiempo de recuperacion (PBT) de 1.89
afios y un valor presente neto (VPN al 7%) de 1°420,192 USD.

Tomando en consideracion la inversion inicial de 506,007 USD requerida para la adquisicion
de materiales y equipos industriales implicitos con las operaciones unitarias, se tiene el

siguiente desglose acorde a los precios cotizados para cada una de las operaciones unitarias:
Tabla 9. Desglose econémico de costos de compra de equipos industriales.
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Cantidad Nombre Descripcion Costo unitario Costo

(USD) (USD)
1 V-101 Tanque de 2000 2000
mezclado
1 PM-101 Bomba 2000 2000
centrifuga
1 SBR-101 Fermentador 2000 2000
semilla
1 V-102 Tanque de 6000 6000
mezclado
1 PM-102 Bomba 4000 4000
centrifuga
1 AFR-101 Biorreactor tipo 6000 6000
STR
1 PM-103 Bomba 4000 4000
centrifuga
1 TDR-101 Secador de 4000 4000
charola
1 GR-101 Molino 5000 5000
1 V-103 Tanque de 1000 1000
mezclado
1 FL-101 Embotelladora 8000 8000
1 PFF-101 Filtro de placas y 11000 11000
marcos
Total 66000

En funcidn a los datos proporcionados por SuperPro Designer y mostrados en la tabla 9, se
tiene en consideracion que la inversion requerida con respecto a la compra de equipos
industriales representa el 13.04% del total de inversion inicial, siendo que las operaciones
unitarias con un mayor costo son la embotelladora y el filtro de placas y marcos, siendo

ambas pertenecientes a la seccion downstream.

Cabe sefialar que entre los principales costos implicitos en la instalacion y desarrollo de la
planta piloto se destacan los costos directos e indirectos de construccion y pago de
contratistas y contingencia prevista en el desarrollo de esta, siendo que los tres forman parte
del capital fijo directo propuesto por SuperPro Designer. Mediante la tabla 10 se dan a
conocer todos los costos relacionados con el capital fijo directo para la construccion y

operacion de la planta industrial:

Tabla 10. Capital fijo directo para la construccion y operacion de la planta industrial.
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Costos directos de construccion de la planta

Compra de equipos industriales 66,000
Instalacion 30,000

Tuberias y bombeo 23,000
Instrumentacion 26,000
Aislamiento térmico 2,000
Costos eléctricos 7,000

Costo de construccion 30,000
Mejoramiento del terreno 10,000
Instalaciones externas 26,000

Total 221,000

Costos indirectos de construccion de la planta

Ingenieria 55,000
Construccion 77,000
Total 132,000

Pago de contratistas y contingencia

Pago de contratistas 18,000
Contingencia 35,000
Total 53,000

Como se menciond anteriormente, el objetivo de la tabla 10 es dar a conocer el capital fijo
directo de la planta industrial de produccién de extracto antioxidante de Lepista sordida.
Dentro de este desglose econdmico se destaca un total de 406,000 USD donde los costos
directos de construccion de la planta absorben el 43.68% del total de este costo, mientras que
los costos indirectos representan el 26.09% del total de capital fijo. Cabe sefalar que se
tomaron en consideracion costos directamente capturados por el programa de SuperPro
Designer, por lo que estos podrian variar seglin sea la localizacion de la planta, impuestos,
oferta y demanda de los equipos u otras operaciones unitarias implicitas en la construccion

de la planta.

De igual manera, la planta es estrictamente operada por operadores de planta u operadores
de reactores y biorreactores quienes son especialistas en cada una de las operaciones unitarias
implicitas en el modelaje e industrializacion del extracto antioxidante de Lepista sordida.
Mediante la tabla 11 se dan a conocer el tiempo de trabajo anual, asi como el costo anual
acorde a cada tipo de operador o colaborador tomado en consideracion en el presente

modelado industrial:
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Tabla 11. Costos de operacion y mano de obra

Tipo de Costo unitario Horas de Costo anual %
d trabaj 1
operador (USD por hora) rabajo anuales (USD)
Operador de 69 9,587 661,537 87.05
planta
Operador de 3.99 24,652 98,390 12.95
reactor

En funcién a los resultados propuestos por SuperPro Designer plasmados en la tabla 11, se
sefiala que el 87.05% de los costos destinados a la mano de obra son operadores de planta,
quienes son responsables del mantenimiento, vigilancia, control y parametrizacion de todas
las operaciones unitarias que no involucren reacciones quimicas o metabolicas. Por otra
parte, se destaca un 12.95% de costos de operacion con respecto a los operadores de reactor,
quienes desempefian inicamente en la operacion de fermentacion semilla y la fermentacion

principal.

Otro de los aspectos econdmicos por reconocer y evaluar en el balance econdmico global de
la presente simulacion es el costo de materias primas, destacando a los reactivos implicitos
en el desarrollo y formulacion del medio de cultivo para las correspondientes fermentaciones,
asi como el solvente por implementar para la extraccion, siendo este etanol 96% v/v. A través
de la tabla 12 se dan a conocer el costo de cada uno de los materiales y reactivos segiin sea

su clasificacion como materiales por granel o materiales por unidad:

Tabla 12. Costos y consumo de materiales y reactivos a granel

Material a Costo  Monto anual Unidades de  Costo anual %
granel unitario referencia (USD)
(USD)

Aire 0 1°530,046 kg 0 0
Etanol 96% 2.94 267 L 784 0.87
Sales para 15.93 466 kg 7,428 8.24

medio de cultivo

Sacarosa 1.1 1,772 kg 1,949 2.16
Agua 0.5 115,510 kg 57,975 64.32

Tabla 13. Costos y consumo de materiales discretos
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Material a Costo unitario Monto Costo anual %

granel (USD por anual (USD)
unidad)
Gotero 0.5 44,000 22,000 2441

Cabe destacar que el costo de los materiales y reactivos fue tomado en consideracion como
precios mayoristas destinados para la industria de alimentos, por lo que al solicitar las grandes
cantidades de materia sefaladas en la tabla 12 se puede acceder a materiales y reactivos mas
econoémicos y de menor pureza que como lo podrian ser reactivos de grado laboratorio o
analitico. Dentro de dicha tabla el componente con un mayor porcentaje de participacion es
el agua, siendo esta implementada primordialmente en la elaboracion de medios de cultivo,
asi como agente de transferencia de calor en distintas operaciones unitarias. Con respecto a
la tabla 13, se toma en cuenta al gotero o recipiente que contiene al extracto antioxidante
como material discreto puesto que este debe ser adquirido de manera individual y cuenta
como si fuese un unico reactivo. Se reitera que este elemento debe poseer un volumen de 25
mL y debe ser de color &mbar o cualquier otro material cristalino que minimice la incidencia
de luz sobre el extracto antioxidante, esto con el objetivo de minimizar la degradacién de los

antioxidantes ante su exposicion a la luz.

No obstante, otro de los principales costos implicitos en el trabajo y operacion de la presente
planta industrial es el abastecimiento de energia y agentes de transferencia de calor para
regular los procesos térmicos requeridos en cada una de las operaciones unitarias, tales como
la remocion de calor metabodlico y energia de agitacion implicitas durante las fermentaciones.
A continuacidn, se daran a conocer los costos con respecto al consumo de energia y agentes

de transferencia de calor.

Tabla 14. Costo y consumo de energia.

Utilidad Costo Monto anual Unidades de  Costo anual %
unitario referencia (USD)
(USD)
Energia de 0.10 78,587 kWh 7,859 64.74
potencia
Vapor 12 5 MT 58 0.49
Agua 0.4 10,552 MT 4,221 35.50
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En relacion con la tabla 14, se denota que el principal costo referente al consumo de energia
va directamente a la energia de potencia, siendo estad directamente relacionada con la
agitacion de los tanques de mezclado, fermentador semilla y agentes mecanicos de transporte
de fluidos como lo son las bombas. Por otra parte, el agua toma la segunda posicidon bajo esta
categoria, nuevamente resaltando su importancia como agente de transferencia de calor y
sumamente importante para la elaboracion de medio de cultivo a nivel industrial. Finalmente,
el vapor desempefio un papel crucial para regular las operaciones unitarias donde el gradiente
de temperatura se ve favorecido, ejemplificando al secado implementado en el downstream

del bioproceso.

Con respecto del flujo de efectivo planteado a partir de los algoritmos de SuperPro Designer,
se estipulo en que este fuese tomando en cuenta 20 afos del proyecto, una depreciacion de
los equipos y operaciones unitarias del 5% anual e impuestos del 30%. La siguiente tabla

representa el flujo de efectivo para cada afio transcurrido del proyecto:

Tabla 15. Flujo de efectivo para la simulacion de produccion de alimento de mascotas

Flujo de efectivo

Afo Flujo de efectivo neto
1 -$ 122.00
2 -$ 162.00
3 -$ 796.00
4 $ 420.00
5 $ 306.00
6 $ 306.00
7 $ 306.00
8 $ 306.00
9 $ 306.00
10 $ 306.00
11 $ 306.00
12 $ 306.00
13 $ 294.00
14 $ 294.00
15 $ 294.00
16 $ 294.00
17 $ 294.00
18 $ 294.00
19 $ 294.00
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20 $ 394.00

1.6. Valoracion de productos, resultados e impactos

La metodologia de fermentacion solida presenta desventajas ante otras posibles formas de
fermentacion acorde a los objetivos esperados en el presente desarrollo tecnologico. Uno de
los principales defectos de este tipo de fermentacion es la difusion y transferencia de oxigeno
hacia el medio, siendo que la compactacion de los sustratos de origen vegetal afecta
directamente a la sinuosidad del medio y por ende el oxigeno no es aprovechado de manera
uniforme para su aprovechamiento metabolico. Entre otros pardmetros que afectan
directamente al crecimiento de hongos en sustratos sélidos es la agitacion, siendo que al ser
cultivos estaticos la transferencia de calor metabdlico presenta dificultades, ademas que se

pueden presentar regiones muertas dentro del biorreactor (Bakratsas et al., 2021).

De igual forma, el pH no puede ser estandarizado para maximizar la actividad metabdlica
segun los requerimientos del organismo y la actividad de agua influye considerablemente
con el aprovechamiento de esta molécula para el metabolismo fungico, también
representando un posible riesgo de contaminacion en caso de tener mal manejo de técnicas

de cultivo celular (Bakratsas et al., 2021).

Acorde a los datos propuestos en las figuras 10 y 11 se puede distinguir el efecto del acido
glutdmico con respecto a la concentracion de biomasa, siendo que para los tres casos donde
se implementd dicho reactivo se presentd un incremento en la concentracién de biomasa,
denotando que este si presentd un efecto de una mayor absorcion de nutrientes, lo que
conllevaria a una mayor formacion de biomasa y optimizacion del aprovechamiento de

nutrientes del medio de cultivo como fue sefalado por Zhang et al. (2019).

El biorreactor airlift fue seleccionado como primera instancia de escalamiento de la
fermentacion puesto que sus caracteristicas mecanicas favorecen el crecimiento del micelio
en medios liquidos. De igual manera, la agitacion neumatica beneficiada por el bucle interno
del biorreactor favorece que la transferencia de nutrientes y biomasa y que la transferencia
de calor metabodlico sea dispersada de manera homogénea en el sistema siempre y cuando se

tenga un Optimo flujo de aire de alimentacion (Bakratsas ef al., 2021).
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Ademas de los beneficios reflejados en la hidrodindmica del biorreactor, se hace hincapié en
que el suministro constante de gas como agente de agitacion mantiene el micelio en forma
de pellets, lo que permite una eficiente transferencia de masa e incluso favorece la produccion
de exopolisacaridos y compuestos bioactivos. Este beneficio proporcionado por el
biorreactor se debe gracias al coeficiente volumétrico de transferencia de masa, velocidad de

flujo, tamano de burbuja y esfuerzo cortante aplicado a la biomasa (Bakratsas et al., 2021).

La tabla 8 muestra la caracterizacion del extracto de L. sordida obtenido a partir de la reserva
de biomasa generada, de la cual se resalta que L. sordida tiene una capacidad antioxidante
del 72.72 + 3.07 %, la cual es mayor a la de Pleurotus ostreatus (45.4%) y Ganoderma
lucidum (40.7%), pero menor a la de Volvariella volvacea (82.9%) y a la de Lentinula edodes
(75.8%) (Mwangi et al., 2022). En cuestion de los compuestos fenodlicos, se resalta que se
obtuvo una concentracion de 0.141 mg GAE/g muestra. En comparacion con la literatura, se
denota que, con el método de extraccion hidroalcohélica, se ha reportado una concentracion

de 1.35 + 0.03 pg GAE/mg extracto (Aranha et al., 2022).

Como mencionaron Sen et al. (2019) en su investigacion, se comenta que los pigmentos y
compuestos antioxidantes provenientes de distintos organismos como las plantas y
microorganismos, presentan sensibilidad ante factores como luz, pH y temperaturas y que
también es necesario optimizar los procesos de produccion de estos. Algunas estrategias de
optimizacion incluyen evaluar otras fuentes de carbono como xilosa, maltosa o manitol, asi
como la adicion de micronutrientes adicionales al calcio y al magnesio como lo son el hierro,
cobre, zinc y manganesos para estimular la produccion de flavonoides, compuestos fendlicos,
enzimas y polisacéaridos. Todo esto a través de herramientas como disefios de experimentos,
observaciones y revision bibliografica (Zhou et al., 2023; Tang et al., 2023; Zi¢ba et al.,
2021; Ruytinx et al., 2020; Elisashvili et al, 2008).

En cuestion de la obtencion de extractos y metabolitos fungicos, se resalta que el principal
desafio que presentan los hongos son su pared celular rigida (Bhadauria & Peng, 2008; Madla
et al., 2012). Antes las dificultades que caracterizan a los hongos para la extraccion de
productos de interés han surgido las técnicas de extraccion no convencionales. Algunos
ejemplos de estas la asistida con ultrasonido (utiliza fuerza ultrasonica para romper la pared

celular a través de la generacion de burbujas en la pared celular, causando la lisis celular),

44



asistida por microondas (usa radiacidon electromagnética para evaporar el agua de la célula,
lo cual después hace que la célula se estire, por lo que es mas sencillo extraer después
utilizando un solvente) o la extraccion con fluido supercritico (implementacién de didxido
de carbono supercritico como solvente y, cuando se tienen que extraer compuestos polares,

se usa un cosolvente como el etanol) (Tena & Asuero, 2022).

Para lograr la estabilidad de los antioxidantes, se pueden implementar estrategias como las
nanoemulsiones (dispersiones liquidas en liquido de alta estabilidad que generan mayor
disponibilidad de compuestos bioactivos), liposomas (estructuras coloidales con forma
esférica, en las cuales se forma una vesicula con colas lipofilicas con orientacion hacia el
centro de esta y colas hidrofilicas con orientacion hacia la fase acuosa) o el uso de
nanoparticulas metdlicas (presentan actividad antioxidante similar a la de algunas enzimas)

(Samrot et al., 2022; Ayala-Fuentes & Chavez-Santoscoy, 2021).

Si bien se estan investigando las nuevas alternativas de estabilizacion compuestos bioactivos,
cabe resaltar que el acabado posterior a la estabilizacion es esencial para la comercializacion
final de los productos y para prolongar su vida de anaquel. Algunas de las estrategias mas
prometedores son la microfluidizacion, la microencapsulacion y la nanoencapsulacion. La
microfluidizacion consiste en reducir el tamafo de particula de los compuestos, lo cual ayuda
incrementar la biodisponibilidad y la bioaccesibilidad (los compuestos interactiian de forma
mas eficiente con los sistemas metabolicos por el incremento de area superficial) gracias a
las modificaciones causadas por las fuerzas turbulentas, velocidad y fuerza cortante del
proceso (Kumar et al., 2022). En el caso de la encapsulacion, esta tiene como objetivo utilizar
materiales que protejan al compuesto bioactivo para evitar su degradacion. Esto se puede
hacer en microescala (1-1000 um) o nanoescala (1-1000 nm). Si bien amabas estrategias son
eficientes, se resalta que ambas reducen la biodisponibilidad y la bioaccesibilidad. No
obstante, en el caso de la nanoencapsulacion, se pueden implementar estrategias de
administracion dirigida (en el caso terapéutico) para que el compuesto actie en momentos y

condiciones especificas (Ayala-Fuentes & Chavez-Santoscoy, 2021).

Finalmente, se resalta que la herramienta utilizada para generar el principal producto de este
proyecto fue SuperPro Designer, un programa de simulacion de procesos ampliamente

utilizado para modelar procesos biotecnoldgicos. Se denota que este programa ayuda a
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determinar los tiempos de proceso, tiempos muertos, tiempos de espera, rentabilidad y la
viabilidad del proceso, cuellos de botella, los efectos de los parametros de operacion en los
costos y en los rendimientos y estrategias de optimizacion. Aparte de que se puede simular
en régimen continuo y por lotes, también es posible obtener los costos y tamafio de equipos
segin el volumen de produccion objetivo, asi como los costos de personal, produccion,
construccion de la planta (instalaciones de equipos, adecuacion del terreno, instalacion de
tuberias y bombas, entre otros), servicios (agua, energia eléctrica, vapor y aire). Con base en
lo anterior, se determina la inversion inicial, viabilidad, rentabilidad y el precio de venta del
producto final y la produccion necesaria para que el proyecto propuesto sea viable (Pal et al.,

2008).
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1.8. Anexos generales
A continuacion, se muestras las graficas de las curvas de calibracion para la determinacion

de los compuestos antioxidantes.
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Anexo 1. Curva de calibracion para capacidad antioxidante con referente a Trolox.
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Anexo 2. Curva de calibracion para determinacion de compuestos fendlicos con referente a acido galico.

2. Productos

Nombre y codigo del
PAP:

4D09 Programa de Desarrollo Tecnoldgico para la
Sustentabilidad =~ Ambiental ~ Energética y

Alimentaria [

Nombre del

subproyecto:

Disefio de proceso de fermentacion sumergida de
Lepista sordida para la produccion de extracto

antioxidante

Nombre del producto:

Simulacion del bioproceso de produccion de un

extracto antioxidante a partir de Lepista sordida.

Descripcion:

Simulacion de bioproceso.

Es un documento que contiene el diagrama de flujo
del proceso de produccion del extracto
antioxidante a partir de Lepista sordida. Esto

incluye las secciones de “upstream”, “midstream”

y “downstream” con sus respectivas operaciones
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unitarias. Ademas, se incluye la programacion, los
costos, insumos, el personal y las condiciones de
cada operacion, asi como el andlisis financiero de
la planta disefiada con el objetivo de determinar la
viabilidad del bioproceso bajo los parametros

determinados por el usuario.

Autores: Diego Miguel Amador Guerra, Jorge Luis Chimal

Ayala y Levi Alberto Gonzalez Lopez.

En la figura 18, se puede apreciar la simulacion realizada en SuperPro Designer, resaltando
a la preparacion de medio de cultivo para el biorreactor semilla y para el biorreactor principal
como la parte del upstream. Debido a los rendimientos obtenidos, se decidio utilizar un
biorreactor de tipo STR para el “midstream” (proceso de fermentacion). Posteriormente,
para el downstrean, se implementaron las operaciones de filtrado (en filtro de marcos y placas
para recuperar la biomasa), secado (eliminacion de humedad), molienda (reduccion del
tamafio de particula), extraccion con etanol al 96% (obtencion de los compuestos
antioxidantes presentes en L. sordida) y, finalmente, el envasado en goteros ambar con

capacidad de 25 mL (acabado final del extracto antioxidante).
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Figura 18. Simulacion del bioproceso de produccion de extracto antioxidante a partir de L. sordida.

Se comenta que SuperPro Designer es un programa de simulacion ampliamente utilizado

para simular bioprocesos de diferentes capacidades para determinar los tiempos de proceso,
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tiempos muertos, tiempos de espera, rentabilidad y la viabilidad del proceso, cuellos de
botella, los efectos de los parametros de operacion en los costos y en los rendimientos y
estrategias de optimizacion. Asimismo, se puede definir el régimen de operacion, el cual fue

por lotes (“batch”) en este caso (Pal et al., 2008).

Eluso de programas como SuperPro Designer es esencial para el disefio de una planta, puesto
que, para lograr un determinado niimero de produccion, es necesario evaluar el tamafio y el
costo de cada equipo por implementar. Ademas, cada proceso requiere de analisis y control
de calidad constante, lo cual incrementa el costo de personal y de produccion por el consumo
de reactivos en dichos ensayos. Es importante resaltar que el costo de las materias prima y
de los reactivos se puede considerar, asi como los costos de utilidades (servicios como agua,
energia eléctrica, vapor y aire), costos de construccion (instalaciones de equipos, adecuacion
del terreno, instalacion de tuberias y bombas, entre otros) (Pal et al., 2008). En la tabla 16,
se presentan los costos de construccion y del personal requerido para ello, mientras que en la
tabla 17 y 18 se muestran los costos de personal (operadores de planta u operadores de

reactores y biorreactores) y de utilidades, respectivamente.

Tabla 16. Costos directos e indirectos de la construccion de la planta de produccion de extracto antioxidante a

partir de L. sordida.

Costos directos de construccion de la planta

Compra de equipos industriales 66,000
Instalacion 30,000

Tuberias y bombeo 23,000
Instrumentacion 26,000
Aislamiento térmico 2,000
Costos eléctricos 7,000

Costo de construccion 30,000
Mejoramiento del terreno 10,000
Instalaciones externas 26,000

Total 221,000

Costos indirectos de construccion de la planta

Ingenieria 55,000
Construccion 77,000
Total 132,000

Pago de contratistas y contingencia
Pago de contratistas 18,000
Contingencia 35,000
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Total 53,000

Tabla 17. Costos de operacion y mano de obra.

Tipo de Costo unitario Horas de Costo anual %
operador (USD por hora) trabajo anuales (USD)
Operador de 69 9,587 661,537 87.05
planta
Operador de 3.99 24,652 98,390 12.95
reactor

Tabla 18. Costo y consumo de energia.

Utilidad Costo Monto anual Unidades de  Costo anual %
unitario referencia (USD)
(USD)
Energia de 0.10 78,587 kWh 7,859 64,74
potencia
Vapor 12 5 MT 58 0.49
Agua 0.4 10,552 MT 4,221 35.50

Cabe senalar que entre los principales costos implicitos en la instalacion y desarrollo de la
planta piloto se destacan los costos directos e indirectos de construcciéon y pago de
contratistas y contingencia prevista en el desarrollo de esta, siendo que los tres forman parte
del capital fijo directo propuesto por SuperPro Designer. Como se menciond anteriormente,
el objetivo de la tabla 15 es dar a conocer el capital fijo directo de la planta industrial de
produccion de extracto antioxidante de Lepista sordida. Dentro de este desglose econdmico
se destaca un total de 406,000 USD donde los costos directos de construccion de la planta
absorben el 43.68% del total de este costo, mientras que los costos indirectos representan el
26.09% del total de capital fijo. Cabe sefialar que se tomaron en consideracion costos
directamente capturados por el programa de SuperPro Designer, por lo que estos podrian
variar segun sea la localizacion de la planta, impuestos, oferta y demanda de los equipos u

otros aspectos relacionados con la construccion de la planta.

A través del ajuste de costos de venta, se puede determinar el precio 6ptimo del producto de
modo que el proceso sea rentable, lo cual se define por un retorno de inversion (ROI), tasa
interna de retorno (77R) y valor presente neto (VPN al 7%) mayores a 0, asi como lograr un
tiempo de recuperacion de inversion (PBT) corto (Pal et al., 2008). De igual manera, se

obtuvo que se requiere una inversion inicial de 506,007 USD y un costo anual de operacién
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de 938,505 USD por afio. Sin embargo, la ganancia anual seria de 1°320,000 USD. La tabla

19 muestra los parametros financieros que justifican la viabilidad y rentabilidad del proceso.

Tabla 19. Parametros financieros referentes al bioproceso de produccion del extracto antioxidante de L. sordida.

Parametro financiero Valor

Retorno de inversion (ROI) 52.86%

Tasa interna de retorno (71R) 24.95%
Valor presente neto (VPN al 7%) 1’420,192 USD

Tiempo de recuperacion de inversion

(PBT)

1.89 anos

Utilizando las herramientas de analisis de costos, asi como de valoracion de precio de venta,
se determind que el costo unitario de produccion por unidad de extracto antioxidante de
Lepista sordida de 25 mL es de 29.21 USD. Por otra parte, el costo de venta unitario por
unidad de extracto antioxidante es de 30 USD. Si bien este precio de venta es mas elevado al
de los competidores como “Host Defense Mushrooms” (9.05 USD mas caro) (Stamets &
Fungi Perfecti, 2024), se denota que se tomo esta decision por los compuestos y propiedades

antioxidantes que se reportaron en la tabla 8.

Se determino que el proceso de manera general tarda 342 horas, lo cual es equivalente a 13
dias de proceso por cada lote. Seglin la informacion proporcionada por el software, la planta
industrial y biotecnologica operara por 7771.1 horas, teniendo en cuenta 7920 horas de
operacion por ano. Las horas de trabajo y operacion del modelo biotecnoldgico dan un

resultado de 44 batches por afio de trabajo.

Asimismo, se resaltan los costos correspondientes a los reactivos, materias primas y envases
para el empaquetamiento del producto final. En la tabla 20 y 21, se muestran los costos de
los materiales utilizados en la formulacion del medio de cultivo, la extraccion con solvente,

y en el envasado.

Tabla 20. Costos y consumo de materiales y reactivos a granel.
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Material a Costo  Monto anual Unidades de  Costo anual %
granel unitario referencia (USD)
(USD)
Aire 0 1°530,046 kg 0 0
Etanol 96% 2.94 267 L 784 0.87
Sales para 15.93 466 kg 7,428 8.24
medio de cultivo
Sacarosa 1.1 1,772 kg 1,949 2.16
Agua 0.5 115,510 kg 57,975 64.32
Tabla 21. Costos y consumo de materiales discretos.
Material a Costo unitario  Monto  Costo anual %
1 1
grane (USD por anua (USD)
unidad)
Gotero 0.5 44,000 22,000 2441

Tomando en consideracion la inversion inicial de 506,007 USD requerida para la adquisicion

de materiales y equipos industriales implicitos con las operaciones unitarias, se tiene el

siguiente desglose en la tabla 22 acorde a los precios cotizados para cada una de las

operaciones unitarias:

Tabla 22. Desglose econdmico de costos de compra de equipos industriales.

Cantidad Nombre Descripcion Costo unitario Costo

(USD) (USD)

1 V-101 Tanque de 2000 2000
mezclado

1 PM-101 Bomba 2000 2000
centrifuga

1 SBR-101 Fermentador 2000 2000

semilla

1 V-102 Tanque de 6000 6000
mezclado

1 PM-102 Bomba 4000 4000
centrifuga

1 AFR-101 Biorreactor tipo 6000 6000

STR

1 PM-103 Bomba 4000 4000

centrifuga
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1 TDR-101 Secador de 4000 4000

charola
1 GR-101 Molino 5000 5000
1 V-103 Tanque de 1000 1000
mezclado
1 FL-101 Embotelladora 8000 8000
1 PFF-101 Filtro de placas y 11000 11000
marcos

Total 66000

En funcidn a los datos proporcionados por SuperPro Designer y mostrados en la tabla 22, se
tiene en consideracion que la inversion requerida con respecto a la compra de equipos
industriales representa el 13.04% del total de inversion inicial, siendo que las operaciones
unitarias con un mayor costo son la embotelladora y el filtro de placas y marcos, siendo

ambas pertenecientes a la seccion “downstream”.

3. Reflexion critica y ética de la experiencia

El RPAP tiene también como propodsito documentar la reflexién sobre los aprendizajes en
sus multiples dimensiones, las implicaciones éticas y los aportes sociales del proyecto para

compartir una comprension critica y amplia de las problematicas en las que se intervino.

3.1 Sensibilizacion ante las realidades

Diego Miguel Amador Guerra

Mediante el desarrollo de este proyecto de aplicacion profesional, me di cuenta de la falta de
informacion, aplicacion y explotacion de hongos no levaduriformes en el campo de la
Biotecnologia. Son maquinarias asombrosamente capaces de realizar procesos o sintetizar
productos de alta necesidad y que muchas veces por evitar su uso por las esporas generadas
se deja de lado esta oportunidad. En el presente caso se desarroll6 el establecimiento de un
bioproceso para la produccion de antioxidantes, sin embargo, los hongos pueden ser
implementados para produccion de enzimas, pigmentos, biomoléculas de uso alimenticio,
cosmético o farmacéutico o en tecnologia ambiental para la remediacion de sitios
contaminados. A pesar de ello, se han destacado por ser organismos altamente efectivos y
adaptables seglin sean sus condiciones de crecimiento y cultivo, siendo que estos organismos
se distribuyen por todo el mundo segin sean las condiciones abidticas y bidticas del

ecosistema en el que se encuentren, frecuentemente funcionando como descomponedores de
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materias muertas con el objetivo de contribuir al equilibrio bidtico y permitir que su presencia

sea igual de importante que otras especies.

Enfatizando la produccion y uso de antioxidantes, cai en cuenta que son productos
verdaderamente valuados en la sociedad y que representan una gran oportunidad de mejora
en el area de los alimentos y la salud, sin embargo, estos productos son altamente sensibles
ante condiciones externas e internas de los procesos de produccion y almacenamiento, lo que
podria complicar su explotacion y comercializacion. Sin embargo, a través de la divulgacion
y transferencia de conocimiento se pueden plantear técnicas y metodologias para que estos
productos sean estables bajo ciertas condiciones que puedan ser replicables facilmente y
lograr mantener margenes de calidad deseados para la comercializacion de estos productos.
La busqueda y desarrollo de los antioxidantes involucra mucho trabajo e inversion econémica
para su estudio, sin embargo, se presentan por ser moléculas de naturaleza organica y
bioquimica que podrian marcar una diferencia significativa ante el uso de productos
provenientes de sintesis organica que podrian empeorar la salud de los consumidores y no

contribuir con una busqueda de producciones sustentables a nivel industrial.

Finalmente, y tomando en cuenta el establecimiento de un bioproceso para la produccion de
antioxidantes, se enfatizan las complicaciones obtenidas en cada una de las operaciones
unitarias incluidas, siendo que muchas de ellas involucraban alto consumo de reactivos o
energia para obtener bajos rendimientos. Ademas de ello, fueron seleccionadas con sumo
cuidado y delicadeza puesto que los antioxidantes son sensibles ante las condiciones
industriales optadas por cada una de las operaciones unitarias, por lo que este proceso se
tornaba un poco mas complicado de indagar, resolver y discutir resultados en cuestion del
producto deseado y obtenido. A pesar de ello, se llegd a un modelado industrial donde se
demuestra que la produccion de antioxidantes a partir de L. sordida si se vuelve una
metodologia factible y rentable puesto que el mercado sigue pagando el precio justo y

razonable para el producto propuesto.

Jorge Luis Chimal Ayala
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A través de este proyecto, me percaté de que el area de produccion de antioxidantes se
enfrenta a una gran variedad de desafios. Entre estos, se describe que son compuestos que se
pueden degradar a causa de factores abidticos como la temperatura, el pH y la luz, lo cual
causa que la vida de anaquel de estos sea menor y que sus funciones se pierdan a través del
tiempo. Ademads, los métodos convencionales de extraccion de antioxidantes a partir de
frutas, verduras o fuentes vegetales como las plantas, presentan bajos rendimientos y
consumen recursos como agua y suelo, lo cual tiene un impacto ambiental negativo por el

estrés hidrico y erosion del suelo que se genera a corto, mediano y largo plazo.

Adicionalmente, mantener grandes areas de terrenos para cultivo de fuentes vegetales
involucra mucho tiempo y mayores costos de personal, resaltando la necesidad de lograr
procesos mas eficientes de produccion de antioxidantes que también sean sustentables.
Aunque un bioproceso es mas eficiente que los métodos tradicionales de produccion de
antioxidantes, también es esencial realizar una evaluacion del impacto ambiental del disefo
de este y del tratamiento de residuos para poder ejecutar una comparacion cuantitativa de los

beneficios de la propuesta desarrollada en este documento.

Considerando la tendencia de buscar nuevas metodologias nutracéuticas a través de los
antioxidantes, se denota que el planteamiento de un bioproceso utilizando L. sordida resultd
ser una estrategia rentable y viable en cuestion de costos. No obstante, debido a que L.
sordida es un organismo que no se ha explorado de forma extensiva, todavia es necesario
seguir investigando acerca del efecto de los parametros de produccion de biomasa, asi como

de los componentes del medio de cultivo para poder optimizar y estandarizar el proceso.

En cuestion de involucramiento con los grupos de interés, fue un ejercicio muy interesante,
pues se logro concretar juntas con un experto en L. sordida y con especialistas del cultivo de
distintos tipos de hongos, lo cual fue muy enriquecedor, pues se abrieron espacios de
colaboracion. Igualmente, si bien este proyecto de aplicacion profesional tiene como sede al
ITESO, se gener6 consciencia de los espacios de trabajo que se pueden utilizar, asi como de
los equipos, pues es necesario considerar esto debido a que otros docentes y estudiantes

también los utilizan.

Levi Alberto Gonzalez Lépez
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Mediante el estudio realizado tomé conciencia sobre las problematicas a las cuales se enfrenta
la industria de los antioxidantes. Ante la inminente demanda de productos con beneficios
antioxidantes y el limitado aprovechamiento de los antioxidantes biodisponibles, los sistemas
de produccion buscan satisfacer la demanda de estos, y para lograrlo implican el complicado
uso de fuentes naturales antioxidantes que representan una limitante para escalar a procesos
industriales. El uso de alternativas como los bioprocesos para elaborar productos de alto valor
a menores costos, representa una oportunidad para explorar y disefar procesos utilizando

materias primas o recursos alternativos a los convencionales que suelen ser menos accesibles.

El disefio de proceso planteado en este PAP resulta ser efectivo proporcionando un potencial
recurso para extraer compuestos antioxidantes. El uso de hongos ha sido ampliamente
explorado en los ultimos afos gracias a sus maquinarias metabolicas capaces de producir
metabolitos con gran valor agregado. No obstante, se debe considerar que la implementacién
de estas alternativas podria requerir de inversiones significativas en términos de tiempo,
recursos y capacitacion. Aunque la fermentacion de hongos resulta ser menos costosa frente
auna produccidon masiva de fuentes naturales de antioxidantes, es necesario el uso de equipos

y operadores con conocimientos basicos sobre bioprocesos.

También, debido a la falta de informacion del organismo utilizado (Lepista sordida), existe
la posibilidad de que los consumidores no tengan disposicién para implementar en sus
cuidados (personal, alimenticio, etc.) productos o insumos antioxidantes con base
biotecnoldgica si para ello se requieren conocimientos especificos o costos adquisitivos mas

elevados, lo que resulta uno de los mayores desafios por afrontar.

3.2 Aprendizajes logrados

Diego Miguel Amador Guerra

Considero que el presente proyecto de aplicacion profesional ha sido una de las experiencias
mas enriquecedoras a lo largo de toda mi trayectoria y capacitaciéon en Ingenieria en
Biotecnologia. Se destaca que este proyecto involucrd todos los aprendizajes esenciales de
la carrera, destacando esencialmente técnicas microbioldgicas, andlisis quimico y bioldgico,
estandarizacion de técnicas de inocuidad, calidad y cuidado microbioldgico, conocimiento

de operaciones unitarias de fendmenos de transporte, desarrollo tecnologico y empresarial y
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sin ser menos importante la formacion humana obtenida a lo largo del presente periodo de
trabajo y experimentacion. Ademas de ello, considero que se involucraron aspectos de
organizacion, cuidado de trabajo y disciplina con respecto a los entregables, forma y manera
en que debian ser redactados y entregados y manejo de los tiempos, siendo este ultimo
esencial puesto que involucra presion y esfuerzo por dedicar ante la realizacion del presente

proyecto.

De igual manera, destaco la importancia de la biotecnologia y en general la ingenieria ante
la resolucion de problemas de caracter cientifico, tecnoldgico e industrial puesto que
involucra técnicas de analisis critico y racional acerca de las situaciones y la manera en que
el andlisis numérico, modelado de sistemas y funcionalidad de la materia y energia puede ser
aprovechada en favor de la resolucion o planteamiento del problema, inclusive teniendo en
cuenta que muchos topicos tomados en cuenta no han sido resueltos en su totalidad o
parcialmente. Con esto ultimo se hace énfasis a L. sordida, siendo este un organismo
completamente desconocido para la biotecnologia, sin embargo, se caracteriza por ser un
sistema biologico potencial para el desarrollo tecnoldgico como lo fue el presente modelado
para obtencion de extracto antioxidante, obteniendo una capacidad antioxidante mayor al
70% que permite que el proceso sea pertinente y apto para su introduccion en el mercado y
competir con otros productos de origen fingico que atienden la necesidad del consumo de

antioxidantes para el beneficio de la salud.

A lo largo de la experimentacion senti la satisfaccion de poder colaborar en este proyecto
desde mi perspectiva y conocimiento ingenieril, poniendo en prueba mis conocimientos y
aptitudes cientificas para lograr los resultados obtenidos. Ciertamente se sintidé como una
asignatura donde se apliquen todos los conocimientos aprendidos y obtenidos
satisfactoriamente, sin embargo, se destaca la presencia de cierto grado de incertidumbre a
lo largo del desarrollo. Por otra parte, el uso de hongos en practicamente todos mis proyectos
de trascendencia profesional y académica respaldan mi decision profesional en el uso y
aprovechamiento de estos organismos de manera biotecnoldgica en beneficio de la sociedad,
siendo que los hongos son maquinarias metabdlicas altamente evolucionadas y con
capacidades moleculares asombrosas para la produccion y establecimiento de metabolitos de

interés y necesidad social.
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Finalmente, el presente proyecto de aplicacion profesional contribuyd a mi propia toma de
decisiones con respecto al camino u orientacion biotecnologica de mi preferencia, siendo esta
la biotecnologia industrial destinada para el desarrollo y produccion de alimentos, siendo que
mediante estos productos se satisfacen necesidad nutrimentales y metabolicas, ademas de
garantizar una muy buena oportunidad de mercado. Enfatizando la idea de los nutracéuticos,
mis expectativas es continuar trabajando con este tipo de organismos, sea de forma
profesional o personal, con el propdsito de indagar en su potencial y capacidades

aprovechables para la Biotecnologia.
Jorge Luis Chimal Ayala

Para poder ejecutar las diferentes instancias de este PAP, fue necesario realizar una amplia
consulta bibliografica para disefiar los experimentos (DOE) y definir la cuantificacion de
estos con base en los reactivos, equipos y materiales disponibles en los laboratorios de
quimica, biotecnologia y alimentos del ITESO. Ademas de la investigacion, se resalta que
este proyecto incluyé a todos los aprendizajes obtenidos durante la carrera, entre ellos, la
generacion de DOEs, simulacion de bioprocesos, bioseparaciones, ingenieria en

biorreactores, microbiologia, quimica analitica y cinética biologica.

Durante este PAP, continu¢ afinando mis habilidades de uso de software como SuperPro
Designer, Minitab, Microsoft Project y Microsoft Excel, las cuales fueron esenciales para
planear el proyecto, los experimentos, hacer andlisis e interpretaciones estadisticas y para
determinar como es que funcionaria una planta de produccion de extracto antioxidante de L.
sordida, asi como la viabilidad y rentabilidad de esta. En la cuestion social, fue un ejercicio
de alto grado de aprendizaje gracias a el taller de soft skills que los profesores PAP
implementaron por una semana para mejorar las técnicas de comunicacion, liderazgo,
asertividad y trabajo en equipo. También, el contacto con los grupos de interés fue muy
enriquecedor, pues involucrd contactar a investigadores e inversionistas relacionados a la
investigacion y al emprendimiento biotecnoldgico. Esto fue de gran utilidad, pues se
trabajaron las habilidades de comunicar de forma clara y concisa el proyecto sin revelar toda
la informacién de este. Asimismo, estas personas retroalimentaron el proyecto y también fue

un direccionamiento de futuros experimentos y aspectos a considerar.
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Debido a que L. sordida es un organismo que todavia no se investiga de forma extensiva,
encontrar informacion acerca de su contenido de compuestos bioactivos, condiciones de
crecimiento y optimizacioén del proceso de fermentacion fue muy desafiante. En muchas
instancias del proyecto, se presentaron complicaciones con el hongo, pues su tasa de
crecimiento resultd ser muy lenta, su adaptacion a distintos sustratos fue muy selectiva, no
se logré conseguir la pigmentacion morada del hongo y, aunque la fermentacion en
biorreactor increment6 el rendimiento, seguia siendo un proceso que se necesitaba optimizar.
Ante todo esto, llegué¢ a sentir diferentes niveles de frustracion y enojo, pues nunca hubo
pausas en el trabajo experimental y no se obtenian los resultados deseados. Sin embargo,
parte de lo que aprendi en este proyecto fue a lidiar con estas emociones y a seguir
perseverando e investigando para resolver las complicaciones presentadas y poder explicar
como se atendieron e identificaron las areas de oportunidad. A partir de los nuevos resultados
y de la informacion encontrada, segui generando propuestas para seguir avanzando en la parte

experimental del PAP.

Adicionalmente, parte de un trabajo innovador es tener habilidades de organizacion y
paciencia, pues se esta desarrollando un proceso o producto nuevo, lo cual fue el caso de este
proyecto. Asimismo, como parte de la optimizacién de un flujo de trabajo, es importante
reducir costos y realizar los experimentos de forma justificada con base en observaciones
previas y en la direccion que se busque seguir en el desarrollo del proyecto; lo anterior es un
aprendizaje muy importante, puesto que ayuda a reducir tiempos de experimentacion, se

generan resultados relevantes en menor tiempo y se utilizan solo los recursos necesarios.
Levi Alberto Gonzalez Lopez

Durante este PAP tuve la oportunidad de involucrarme en diferentes experimentaciones que
requirieron la planeacion de alternativas, el uso de técnicas y la implementacion de procesos
que enriquecieron mis aprendizajes. La integracion de algunas de las areas de biotecnologia
resultd en un proceso interesante donde se pudo experimentar con las herramientas que

proporcionan para dar solucidon a un determinado problema.

Trabajar con especies de hongos que se consideran en cierto grado desconocidas ante la
investigacion global, fue relevante en el sentido de reflexion y cuestionarse el qué contienen

y de donde provienen los alimentos y productos que consumimos o utilizamos
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cotidianamente. La implementacion de recursos como los hongos para elaborar productos de
uso cotidiano y no solamente médicos y clinicos, suena a una realidad inalcanzable. Sin
embargo, el poder trabajar con hongos y evaluar, estudiar y utilizar técnicas para
caracterizarlos, estresarlos, y estandarizar su desarrollo resultdé muy enriquecedor y
complementario en cuanto a mi formacién académica y profesional. Consideré que uno de
los mayores aprendizajes que obtuve fue el desarrollar la parte ingenieril de mi carrera y dar
soluciones a problemas, es decir encontrar el porqué de la realizacién de un trabajo y no solo

experimentar de manera injustificada.

El 4rea de investigacion demanda la indagacién de estudios o experimentaciones que
sustenten el trabajo realizado, por lo que pude desarrollar un pensamiento mas analitico para
dar respuesta y comparar lo que encontré con lo que ya existe o lo que se ha encontrado.
Durante mi trabajo en laboratorio, pude poner en practica los conocimientos de mi formacion
académica para realizar las experimentaciones postuladas. El desarrollo de capacidades,
como la paciencia, el compromiso, la organizacion y la implementacion de los bioprocesos

fueron piezas clave para culminar con éxito el presente PAP.

Estoy inmensamente agradecido y satisfecho por haber tenido la oportunidad de colaborar en
este proyecto que, aunque se sustentaba en estudios previos, fue realizado desde la planeacion
de las experimentaciones hasta la consolidacion de los resultados. Considero que, al fusionar
mis aprendizajes académicos con los aprendizajes adquiridos durante este PAP, puedo decir
que soy una persona distinta en cuanto al sentido académico y sobre todo en el sentido
personal, puesto que logré desarrollar conocimientos y aptitudes que me ayudan mejorar

como persona y tener un mejor desenvolvimiento en el entorno social.
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