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CULTIVO DE Volvariella bombycina, ESPECIE COMESTIBLE CON POTENCIAL DE
PRODUCCION EN LAS COMUNIDADES DEL CENTRO DE MEXICO

Joan Windhoek Olvera Noriega, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2017

En el presente trabajo, se cultivaron dos cepas de Volvariella bombycina (CP-675, CP-
733) utilizando como sustratos paja hidratada estéril (PHE), aserrin de encino (AE) y
aserrin de Bursera (AB), estos se hidrataron con soluciones de acido acetilsalicilico
(AAS) 100 uM y 10 mM. La mayor produccion con 110 g de basidiocarpos frescos se
obtuvo en la cepa CP-733 en AB en testigo. La cepa CP-675 tuvo mejor eficiencia
biolégica (EB) con 19.46% en PHE en testigo y el mayor indice de degradacion (ID) en
AE+ AAS 100 pM con 11.14+0.17%, mientras que para la cepa CP-733 tuvo
10.37+£1.47% de EB en AE en testigo. Para obtener un extracto hidroalcohdlico de V.
bombycina con un rendimiento alto son: 10 g de hongo deshidratado en PHE+ AAS 10
mM+ 150 mL de solvente hidroalcohdlico al 32%, macerado por 72 h en agitacion
obteniendo 265.47+11.14 mg/mL. En la cuantificacion de polifenoles totales se obtuvo
3,836.74+199.71 mg EAG/5 g de hongo seco para la cepa CP-733 en AE en testigo y
una actividad antioxidante de 81.09+0.58% en PHE+ AAS 10 mM en la cepa CP-675.
La Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) para los extractos de los basidiocarpos
cultivados en AE de las cepas CP-675 y CP-733 se presentaron en la dilucion uno en
los tres tratamientos (testigo, AAS 100 uM y AAS 10 mM) sobre Escherichia coli (CPB-
8) con concentraciones de extracto de 113.20, 76.05 y 105.40 mg/mL para la cepa CP-
675, mientras que la cepa CP-733 presentd efecto a concentraciones de extracto de
118.35, 113.25 y 123.30 mg/mL en los tres tratamientos. La Concentracion Minima
Bactericida (CMB) para los extractos de los basidiocarpos de las cepas CP-675y CP-
733 cultivados en AE, PHE y AB sobre la bacteria Streptococcus agalactiae (CPB-4)
fue de 1.72 a 55.18 mg/mL.

Palabras clave: Acido acetilsalicilico, basidiocarpos, extractos, sustratos, Volvariella
bombycina.



CULTIVATION OF Volvariella bombycina, EDIBLE SPECIE WITH PRODUCTION
POTENTIAL IN THE COMMUNITIES OF THE CENTER OF MEXICO

Joan Windhoek Olvera Noriega, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2017

In the present work, two strains of Volvariella bombycina (CP-675, CP-733) were
cultivated using sterile hydrated straw (SHS), oak sawdust (OS) and Bursera sawdust
(BS), which were hydrated with acetylsalicylic acid (ASA) solitions 100 uM and 10 mM.
The highest yield with 110 g of fresh basidiocarp was obtained in the strain CP-733 in
BS in control. The CP-675 strain had the best biological efficiency (BE) with 19.46% in
SHS in control and the highest degradation index (DI) in OS + ASA 100 pyM with 11.14
1 0.17%, whereas for the CP-733 strain 10.37 + 1.47% of BE in OS in control. To obtain
a hydroalcoholic extract of V. bombycina with a high yield are: 10 g of dehydrated
mushroom in SHS+ ASA 10 mM+ 150 mL of hydroalcoholic solvent to 32%, macerated
for 72 h in agitation obtaining 265.47+11.14 mg/mL. In the quantification of total
polyphenols, 3,836.74+199.71 mg AGE/5 g of mushroom were obtained for the CP-
733 strain in OS in control and an antioxidant activity of 81.09+0.58% in SHS + ASA
10 mM in the strain CP-675. The minimum inhibitory concentration (MIC) for extracts
of basidiocarps cultivated in OS from CP-675 and CP-733 strains were presented at
dilution one in three treatments (control, ASA 100 yuM and ASA 10 mM) on Escherichia
coli (CPB-8) with extract concentrations of 113.20, 76.05 and 105.40 mg/mL for strain
CP-675, while strain CP-733 had an affect at extract concentrations of 118.35, 113.25
and 123.30 mg/mL in three treatments. The minimum bactericidal concentration (MBC)
for extracts of the basidiocarps from the CP-675 and CP-733 strains grown in OS, SHS
and BS on Streptococcus agalactiae (CPB-4) bacteria was 1.72 to 55.18 mg/mL.

Key words: Acetylsalicylic acid, basidiocarps, extracts, substrates, Volvariella

bombycina.
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I. INTRODUCCION

Los hongos has sido valorados en todo el mundo, tanto como alimento o como
medicina, por miles de afos, anteriormente eran consumidos principalmente por su
sabor, actualmente por su alto valor nutricional, contenido de proteinas que poseen,
asi como vitaminas y minerales, ademas de propiedades medicinales. El cultivo de
hongos esta ganando popularidad debido al bajo costo de tecnologia que se necesita
para producirlos, asi como la facil disponibilidad de diversos sustratos utilizados para

su cultivo.

Al género Volvariella se adscriben diversas especies comestibles que se
cultivan actualmente en el sureste de Asia, principalmente en Vietnam, China, Taiwan,
Tailandia e Indonesia entre otros (Chang y Miles, 2004). Este género de hongos, a
diferencia de otros como el champifidn, se puede cultivar a temperaturas calidas y al
aire libre, esta caracteristica lo convierte en una alternativa potencial para las regiones
tropicales y subtropicales, considerandose idénea para las zonas rurales, ya que
requieren bajos costos de inversion (Stamets, 1993; Quimio, 2002). En las areas
tropicales de México, los desechos lignoceluldsicos derivados de la agricultura son
abundantes y Volvariella spp. puede ser una alternativa de cultivo aprovechando esa
gran cantidad de desechos agroindustriales (Sanchez et al., 1997; Martinez-Carrera et
al., 1991; Salmones, 1993). La biotecnologia de hongos comestibles puede adoptarse
y adaptarse a las necesidades rurales proporcionando ingresos, oportunidades de

trabajo y alimento (ingesta de proteina) a la poblacion rural.

Dentro de este género se encuentra la especie de Volvariella bombycina,
recurso genético mexicano con alto valor potencial, el cual es un hongo comestible
perteneciente a la familia Pluteaceae, posee un sabor exquisito, un gran valor
alimenticio y gastrondmico y es apreciado por sus caracteristicas nutricionales y
quimicas; se han reportado una buena cantidad de antioxidantes y efectos
antitumorales e hipercolesterolémicos (Badalyan, 2003), por lo que es importante

efectuar mas investigaciones con énfasis en esta especie.



Por lo anteriormente expuesto, el presente trabajo pretende fomentar y generar
informacion con respecto a esta especie, mediante el cultivo de dos cepas de la
especie de V. bombycina utilizando como sustratos residuos agricolas tales como paja
de trigo, aserrin de encino y aserrin de Bursera suplementados con &cido
acetilsalicilico (AAS) en dos concentraciones 100 puM y 10 mM y la obtencion y analisis
de extractos hidroalcohdlicos, los cuales pueden presentar compuestos bioactivos y

propiedades antibacterianas que puedan beneficiar la salud del ser humano.

La estrategia propuesta en esta investigacion busca como objeto principal: el
incremento al aporte econémico para familias de escasos recursos, la oferta de
productos novedosos con propiedades benéficas para la salud, la disminucién de los
materiales de origen agroindustrial por acciéon de su utilizaciébn en el cultivo de
Volvariella spp. y contribuir al mejoramiento de la produccion comercial de hongos

comestibles funcionales.



ll. MARCO TEORICO
2.1 Biotecnologia y desarrollo

La biotecnologia es considerada como una de las areas de desarrollo cientifico y
tecnolégico mas relevantes en la actualidad. Su uso e impacto involucra areas como
la salud, el sector agricola, pecuario, el medio ambiente, y el sector industrial entre
otros, las cuales son la base del desarrollo de los paises latinoamericanos (FAO,
2004). El gran desarrollo cientifico y tecnoldgico, particularmente en el ambito de las
ciencias de la vida, que se ha dado desde los afios cincuenta del siglo pasado, nos ha
permitido aplicar principios cientificos y de ingenieria a la transformacion de materiales
por accion de agentes bioldgicos (microorganismos, enzimas, células de animales o
de plantas, principalmente) con el fin de proveer a nuestra sociedad de bienes y
servicios (Blanch, 2010).

México, con mas de 100 millones de habitantes, y con crecimiento previsible de
20 millones mas en los proximos 20 afios, enfrenta grandes retos para poder
proporcionar a sus habitantes servicios y condiciones necesarias para una vida digna.
Las demandas por alimentos seguros y nutritivos, medicamentos y servicios de salud
modernos, con un medio ambiente no contaminado por industrias con procesos limpios
y productos competitivos, cuidando y usando sustentablemente nuestra biodiversidad,
representan retos extraordinarios para la sociedad mexicana que debemos enfrentar
y resolver de manera concertada, inteligente y respetuosa con el medio ambiente. La
biotecnologia es una de las herramientas mas poderosas con las que cuenta México

para contender con muchos de estos retos nacionales (Bolivar-Zapata, 2003).

El Convenio sobre la Diversidad Bioldgica (CDB) define la biotecnologia como:
toda aplicacion tecnoldgica que utilice sistemas biolégicos y organismos vivos 0 sus
derivados para la creacion o modificacion de productos o0 procesos para usos
especificos (FAO, 2004). Se trata de una tecnologia que tiene un conjunto de principios
cientificos y técnicos comunes y, una larga lista de técnicas aplicables a desarrollos
especificos. Es una plataforma tecnoldgica que sirve de base para tecnologias de uso

concreto en actividades productivas (Bisang et al., 2009).



Al ser considerado México como un pais biolégicamente megadiverso, la
biotecnologia moderna debe servir para el manejo y preservacion de estos recursos
indispensables, para el mantenimiento sustentable de los ecosistemas nacionales y
globales. Precisamente, por la gran diversidad con la que cuenta, ademas de promover
el desarrollo de la investigacion biotecnoldgica, es necesario generar capacidades
para analizar y evaluar las multiples implicaciones del uso de la biotecnologia; en el
ambito ecoldgico, el de la salud humana, en los sectores de la producciéon y en el
aspecto social (Bolivar-Zapata, 2003). Por la notable biodiversidad que caracteriza al
pais, existen especies novedosas de hongos comestibles que son consumidas o
utilizadas tradicionalmente por las comunidades rurales de diversas regiones del pais.
Este es el caso, por ejemplo, de los “Hongos del Maguey” (Pleurotus sp.), el “Hongo
de Encino” [Lentinula boryana (Berk. y Mont.) Pegler], y las “Repisas” (Ganoderma
spp.), cuyo cultivo intensivo ha sido desarrollado sobre sustratos estériles
suplementados. Estos recursos genéticos nativos tienen gran potencial para
incorporarse en el corto plazo a la produccion comercial de los hongos comestibles,

funcionales y medicinales en México (Martinez-Carrera et al., 2010).

El cultivo de los hongos comestibles es un sistema de bioconversion ecolégica,
pues lo que al hombre le es poco Util y que desecha, como las pajas, bagazos,
cascarillas y pulpas, los hongos lo transforman en alimento proteinico y en mercancia
para venta. Ademas, una vez que se obtuvo el producto comestible, del sustrato
residual se puede obtener abono organico mediante procesos de composteo y
vermicomposteo para la produccién de plantas y hortalizas; dado el efecto directo en
la conservacion y mejora de la calidad de los suelos. Esta alternativa de produccion ha
sido explotada con éxito desde hace mucho tiempo en otros paises, principalmente en
Asia, donde se ha desarrollado toda una tecnologia para la produccién y conservacion
de los hongos comestibles como el champifién, el hongo ostra y el shiitake (Stamets,
2000).



2.2 Los hongos comestibles, funcionales y medicinales en México

Los hongos han presentado un inestimable valor en muchas culturas debido a sus
propiedades tanto nutricionales como medicinales, constituyéndose desde siempre en
el alimento funcional por excelencia (Trigos y Suarez-Medellin, 2010). En la fraccion
lipidica fungica también hacen parte los acidos grasos, constituyentes que exhiben
marcada accién bioldgica, hasta el punto de que son considerados como reguladores
del metabolismo lipidico, reductores del arterioesclerosis (Yilmaz et al., 2006), asi
como poseedores de actividad antioxidante, antiinflamatoria, anticancerigena,

antibacteriana y anticonvulsionante (Castafio et al., 2007).

Estas bioacciones de los metabolitos fangicos han logrado posicionar a los
macromicetos como los nutriceuticos ideales, término acufiado para catalogar a una
nueva clase de compuestos que han sido extraidos tanto de la seta como del micelio

vegetativo, y que poseen cualidades medicinales y nutricionales (Miles y Chang, 1998).

Los hongos tienen usos ornamentales, medicinales, industriales, ceremoniales,
insecticidas y comestibles (Zamora-Martinez, 1999). En este sentido se han registrado
mas de 100 especies de hongos macroscopicos con uso medicinal, para la prevencion
o el tratamiento de diversas enfermedades, entre ellas el cancer y recientes estudios
cientificos los han establecido como potenciales fuentes naturales de sustancias
bioactivas con actividad antitumoral e inmunomoduladora, antioxidantes vy
anticancerigenas que pueden evaluarse por métodos quimicos, experimentales y
epidemioldgicos, entre los géneros enunciados estan los siguientes: Fomitopsis,
Laetiporus, Inonotus, Phellinus, Calvatia, Langermannia, Lycoperdon, Armillaria,
Bovista, Pycnoporus, Calocybe, Lentinula, Lepista, Pleurotus, Trametes, Ganoderma,
Grifola, Flammulina y Hericium; que han sido empleados para el tratamiento en
alrededor de 100 padecimientos (Galvan et al., 1997).

Los macromicetos son una buena fuente de antioxidantes extraidos de sus
extractos acuosos, alcohodlicos e hidroalchodlicos los cuales evitan reacciones de
oxidacion indeseables, pudiendo afectar a otras biomoléculas como lo son los lipidos,

proteinas y acidos nucleicos, dafiando diversas funciones celulares (Cheung, 2008).



Algunos usos que se le han dado al ergosterol de los hongos son la inhibicién del
crecimiento de cancer de vejiga en ratas, peroxidacion lipidica dependiente del hierro
en las membranas, asi como otras propiedades como la reduccién del dolor asociado
a la inflamacion, inhibicion de tumores cancerosos, disminucion de enfermedades
cardiovasculares, asi como una actividad antimicrobiana y antioxidante (Kobori et al.,
2007). Al ser metabolizado en la dieta genera vitamina D, cuya funcién es la
regularizacion de la homeostasis del calcio y el fosforo (Trigos y Martinez-Carrera,
1999; Yuan et al., 2006).

2.3 Beneficios en la alimentacién de los hongos comestibles, funcionales y

medicinales

Los hongos comestibles poseen un valor nutricional para los seres humanos, ya que
son fuente de proteinas, y contienen vitaminas como la B1, B2, B12, A, Cy D
(Martinez-Carrera et al., 2000), asi mismo se les atribuyen beneficios a la salud del
consumidor, debido a la accién biologica de algunos de sus componentes que aportan
cantidades considerables de calcio, fésforo, hierro, sodio, potasio y carbohidratos
ademas de que proveen de un valor nutritivo igual al de algunos alimentos ricos en
proteinas y fibras (Roberfroid, 1999). Actualmente, el uso de los macromicetos se ha
extendido practicamente en todo el mundo, debido al gran valor alimenticio y al
potencial medicinal que presentan, por lo que han sido llamados nutracéuticos, es
decir, son alimentos que ademas de proporcionar carbohidratos, proteinas, vitaminas
y minerales, tienen la propiedad de prevenir y/o curar ciertas enfermedades (Wasser,
1997).

Hoy en dia algunos hongos comestibles son considerados como alimentos
funcionales como es el caso de Hericeum erinaceus, Agrocybe aegerita, Auricularia
aricula, entre otros los cuales han demostrado ser capaces de afectar en forma positiva
a una o mas funciones del organismo al ser consumidos, de tal manera que su ingesta
incrementa la salud y disminuye el riesgo de contraer alguna enfermedad como el

cancer o trastornos cardiovasculares (Arai, 2002).



Las propiedades funcionales de los hongos comestibles y medicinales pueden
concentrarse mediante extractos acuosos y alcohdlicos, a través de los cuales pueden
obtenerse lecitinas y polisacaridos de alto peso molecular, tales como a- glucanos, -
glucanos, heteroglicanos, proteoglucanos y polisacaropéptidos. Se ha demostrado
ampliamente que estas macromoléculas bioactivas purificadas tienen propiedades
funcionales sin efectos secundarios adversos y que incluso pueden modificarse

quimicamente para mejorarlas (Martinez-Carrera et al., 2010).
2.4 Importancia del cultivo de hongos comestibles

La produccion mundial de los hongos (Pleurotus, Lentinula, Agaricus y Flammulina)
hasta 1996 fluctuaba en 4 909 000 ton/afio. En México, ésta actividad comercial de
hongos comestibles es relevante desde el punto de vista social, econdmico y ecolégico
ya que para el 2004 se registro un total de 6.2 millones de toneladas del cual 38,708
toneladas fueron producidas en México, lo que constituye el 59% del total de los paises
latinoamericanos y, por ello nuestro pais ocupa el 18° lugar a nivel mundial, generando
un importante impacto econdmico ya que el monto generado supera los 150 millones
de ddlares y los volumenes de exportacion aportan divisas a nuestro pais por mas de

4 millones de ddlares anuales, generando 20 mil empleos directos e indirectos.

La importancia ecoldgica de esta actividad econdémica radica en la utilizacion y
reciclaje de mas de 386,000 toneladas anuales de subproductos agricolas,
agroindustriales y forestales (Martinez-Carrera et al.,, 2004). Actualmente, los
volimenes de produccion en México ascienden a mas o menos 62,374 toneladas
anuales de hongos comestibles frescos. Nuestro pais es el mayor productor de
Latinoamérica y cuenta con los desarrollos tecnoldgicos ya que genera alrededor del
80.8% de la produccion total de esa region, seguido por Brasil (7.7%) y Colombia
(5.2%), ubicandose en el lugar 13 a nivel mundial. Los hongos comestibles que se
cultivan y/o procesan comercialmente en México son: Agaricus, Pleurotus, Lentinula,

Ganoderma y Ustilago.

El valor funcional y medicinal de los hongos comestibles incluye propiedades

anticancerigenas, antibiéticas (antimicrobianas, antivirales, antibacterianas,



antiparasitarias), antioxidantes, reductoras del nivel de colesterol, hipertension,
antitrombdéticas y antidiabéticas. A partir de estas propiedades, se estima que se
generan operaciones comerciales de alto valor agregado superiores a los 6 billones de
dolares en los mercados internacionales de la industria alimentaria y farmacéutica. En
los paises asiaticos, (China y Japdn) los hongos Lentinula, Ganoderma, Grifola y
Pleurotus se han utilizado para desarrollar alimentos funcionales diversos, tales como
platillos, concentrados, extractos, aderezos (micelio o cuerpos fructiferos

pulverizados).
2.5 Los hongos como fuente de antioxidantes

Algunos compuestos antioxidantes que se pueden encontrar en los hongos son: La
ergotioneina, compuesto tiol hidrosoluble (2-tioimidazol betaina) que ha despertado
mucho interés por su habilidad in vivo para capturar el oxigeno singlete, radicales
hidroxilos y perdéxilos, actuando como agente protector contra el estrés oxidativo
(Franzoni et al., 2006).

Los polisacaridos son compuestos de composicion especial (carbohidratos
normalmente unidos a proteinas formando complejos especificos). Se ha puesto de
manifiesto que poseen propiedades antioxidantes. Aparentemente, la actividad de
captacion de radicales superéxidos de las fracciones de polisacaridos depende de la
cantidad de proteina o péptido que tienen en sus complejos polisacarido-proteina (Liu
et al., 1997). Ademas, los polisacéaridos de los hongos pueden potenciar los sistemas

de defensa in vivo contra el dafio oxidativo (Yu et al., 2009).
2.6 Produccién rural de hongos comestibles

La produccién de hongos comestibles constituye una alternativa en la produccion de
alimentos en el medio rural porque no afecta los valores, ni las actividades centrales
de la vida campesina y tampoco dafia su entorno ecolégico (Naranjo et al., 2012). En
el &mbito economico, el cultivo de los hongos comestibles funcionales y medicinales
es una actividad productiva que se ha desarrollado ampliamente en distintas partes

del mundo. Se trata de una actividad industrial, cuya produccion se ha elevado



constantemente desde 1965, dando cuenta de las capacidades de rentabilidad y
adaptabilidad de esta biotecnologia alimentaria (Chang, 1999).

2.7 Generalidades de V. bombycina

Al género Volvariella se adscriben diversas especies de hongos comestibles que se
cultivan comercialmente en el Sureste de Asia (Chang et al., 2004). Estas especies, a
diferencia de otras de interés comercial como Agaricus bisporus (Lange) Imbach, se
desarrolla a temperaturas calidas y al aire libre, por lo que representan una alternativa
productiva para las regiones tropicales y subtropicales, considerandose su cultivo
idoneo para las zonas rurales, ya que requieren bajos costos de inversion (Quimio,
1993; 2002; Reyes et al., 2004).

Entre las especies de Volvariella con mayor importancia econémica destaca V.
volvacea (Bull.: Fr.) Sing., conocido comercialmente como “paddy straw mushroom” o
“chinese mushroom?”, cuyos cultivos aportan cerca del 6% de la produccién mundial de
hongos (Chang et al., 2004). Para el cultivo comercial de V. volvacea se han utilizado
materiales lignocelulésicos tan diversos como los desechos de algodon, la paja de
arroz, lirio acuatico, bagazo de cafia de azucar, desechos de coco, platano y pifia,
entre otros (Alicbusan, 1982; Chang et al., 2004; Quimio, 1993; 2002; Reyes et al.,
2004; Stamets, 1993).

V. bombycina es un hongo comestible perteneciente a la familia Pluteaceae
(Cuadro 1), comunmente llamado el hongo de paja sedoso de plata (Mallavadhani et
al., 2006).

Cuadro 1. Taxonomia de Volvariella bombycina.

Reino: Fungi Familia: Pluteaceae
Filo: Basidiomycota Género: V.
Clase: Agaricomycetes Especie: V. bombycina

Orden: Agaricales

Fuente: Rendén-Hernandez (2015).



Este hongo presenta un sombrero grande, de 5 a 20, de ovoide a aplanado, algo
mamelonado. Cuticula seca, brillante, recubierta de fibrillas radiales o mechas
sedosas, a modo de capullo de seda (bombix = “gusano de seda”), con la zona central
mas lisa, de color blanco-crema o amarillento. Laminas numerosas, apretadas, libres,
con lamélulas, borde denticulado, color blanco que al esporular cambia a rosa. Pie
robusto, cilindrico, fibroso, separable, curvado en la base, sin anillo, pero con gran
volva carnosa, persistente, saciforme, de color blanco sucio o parduzco. Carne blanca,
tierna, al roce amarillea. El agradable olor de joven, se vuelve desagradable al madurar
(a rdbano) y la esporada es rosa (Chiu y Moore, 1989). Habitat: Saprofita tocones de
latifolios: alcornoque, aliso, fresno, sauce, olmo. También se desarrolla sobre aserrin
(Fig. 1). Es el hongo saprofito de mayor porte y tacto aterciopelado. Primavera a otofio,
Se cultiva en madera de chopo o similar, a temperatura alta sobre todo en Oriente

medio.

- -

Figura 1. Basidiocarpos de Volvariella bmbycina (CP-733) cultivada en aserrin de Bursera.
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En México, se tienen reportes que Volvariella spp. se comercializa en los
municipios que comprende el corredor biologico Chichinautzin (Fig. 2) en el estado de
Morelos (Huitzilac, Tepoztlan, Tlayacapan, Yautepec y Tlalnepantla), pero también se
tienen indicios que se comercializa en los municipios de la region poniente del estado

(Mazatepec, Tetecala, Amacuzac y Coatlan del Rio).
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Figura 2. Localizacion del corredor bioldgico Chichinautzin en el estado de Morelos. Fuente:
Rendén-Hernandez (2015).

Las personas que colectan y venden hongos principalmente en las cabeceras
de los municipios llaman a Volvariella spp. como hongo de cazahuate, poloncos,
clavitos, trompitos, yemas de huevo, yemitas y calaveritas; se encuentran en la
hojarasca cerca de arboles de encino y ocote; y en arboles muertos de cazahuate,
amate, pochote, copal, ciruelo, nopal de campo o silvestre, y estiércol de ganado
bovino. El costo de Volvariella spp. oscila entre los 20 y 25 pesos mexicanos (agosto
2016) por 250 g dependiendo la calidad del hongo asi como la fase de maduracién en
la que se encuentre, ya que tiene mayor valor la fase temprana o de huevo, que la fase
madura o adulta (Fig. 3), desafortunadamente la recoleccién masiva de esta especie
hongo pone en riesgo su existencia y a largo plazo su extincion, cada afio la coleccion
es mas escasa debido a los periodos irregulares de lluvias, escaso sustrato en donde
crezcan los hongos (troncos muertos de cazahuates) y la recoleccion excesiva que

existe en el corredor bioldgico Chichinautzin; ya que personas principalmente del
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estado de México y el Distrito Federal recolectan sin permiso de las autoridades
correspondientes. Ademas de la comercializacion de V. spp. en los mercados
municipales, se encuentran otros hongos de importancia alimenticia tales como el
hongo azul (Lactarius indigo), oreja de cazahuate (P. ostreatus) y esobetas (Ramaria

spp.) que oscilan entre los 20-30 pesos mexicanos (agosto 2016).

(@) (b)

Figura 3. Comerciantes de hongos silvestres en dia de plaza en Tepoztlan, Morelos. Dofia
Ernestina de Zaide (a) se dedica a recolectar hongos (Volvariella spp. y Pleurotus
spp.) Yy hiervas silvestres en la localidad de San Andrés de la Cal, municipio de
Tepoztlan, Morelos. La sefiora Ana Ocampo con su esposo Eduardo Jaimes (b),
recolectan y venden hongos silvestres (Lactarius indigo y V. spp.) y lefia en la
localidad de San Juan Tlacotenco, Municipio de Tepoztlan, Morelos (Fotos: Olvera,
agosto 2016).

V. bombycina al ser un basidiomycete, presenta en su ciclo biolégico formacién
de esporas de origen sexual llamadas basidiosporas, las cuales se forman sobre
células especializadas llamadas basidios que se encuentran en el himenio del
basidiocarpo (Herrera y Ulloa, 1998). Segun Chang y Yau (1971), cuando estas
basidiosporas germinan, generan un micelio primario haploide, también llamado
monocariotico, el cual es compatible entre si. Cuando se fusiona por anastomosis
(fusion de hifas por puentes), se forma el micelio secundario el cual dara origen a la

formacion de primordios, iniciando asi la formacion del cuerpo fructifero del hongo.
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Cuando este llega a su estado maduro, las células terminales de las hifas en el himenio
se agrandan gradualmente en forma grupal. Estas células binucleadas constituyen las
basidias. Es ahi donde se efectua la cariogamia (fusion de nucleos), dando lugar a un
gran nucleo diploide. Cuando la célula se agranda, el nucleo sufre division meiotica en
la base del basidio y cuatro nucleos haploides se forman; a la vez cuatro esterigmas
avanzan hacia afuera al final del basidio, forméandose las basidiosporas iniciales. Los
cuatro nucleos y del citoplasma emigran hacia arriba y pasan por el pasaje del
esterigma, el cual se cierra formando una pared y conformandose asi las basidiosporas
uninucleadas, quedando la basidia vacia (Fig. 4). A este patron de reproduccion sexual

de le conoce como homotalismo.
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Figura 4. Ciclo biolégico de Volvariella bombycina. Fuente: Julian-Carlos (2006).

Cuando el hongo dentro de su ciclo biolégico se encuentra como micelio
monosporico, se pueden formar numerosas clamidosporas (esporas asexuales), las
cuales macroscopicamente se detectan como manchas café-rojizas; esto es anteriores
a la anastomosis. Estas clamidosporas multinucleadas son sucesoras de células
hinchadas en el micelio, generalmente se forman cuando se presentan condiciones

adversas y tienen la capacidad de germinar (Li, 1982). Dentro del ciclo biolégico de V.
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bombycina, se contempla seis etapas de formacion del cuerpo fructifero, las cuales
son: cabeza de alfiler, botén pequefio, botdén, huevo, elongaciéon y adulto (Fig. 5);
aunqgue las etapas de importancia comercial se enfocan a la de “huevo” y “adulto”
(Changy Yau, 1971; Chang y Miles, 1989).

° Q&

Figura 5. Etapas de desarrollo del cuerpo fructifero de Volvariella bombycina. Fuente: Julian-
Carlos (2006).
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lll. MARCO DE REFERENCIA
3.1 Requerimientos para el cultivo de hongos

La produccion de hongos comestibles cultivados es un proceso de reconversion
ecologica, pues transforma materiales lignocelulésicos residuales en alimento
proteinico y en mercancia para la venta. En muchos paises asiaticos y del Hemisferio
Norte, el cultivo de hongos comestibles es una agroindustria desarrollada y
significativa, donde no solo se generan divisas, sino que también absorben cuantiosa
mano de obra durante todo el afio. El desarrollo expansivo y tecnoldgico de este tipo
de cultivos se debe principalmente al considerable aumento del consumo en E.E.U.U.
y Europa. La mayoria de los paises productores también son importadores ya que el

consumo promedio en esos paises es significativamente alto.

Se estima que en Alemania, Canada y Estados Unidos se consumen unos 4
kg/hab/afio. En los paises bajos el consumo llega a los 14 kg/hab/afio. Para hacer
frente a este consumo, que esta muy lejos de ser estacional, muchos paises han
desarrollado estrategias propias de produccion para abastecer tanto a los mercados
locales como externos, lo que ha generado procesos productivos que practicamente
no se detienen durante todo el afo y que aprovechan diversos desechos
agroforestales como sustratos para el cultivo y transformandolos en productos mucho

menos nocivos para el ambiente (Schiess, 2006).

El cultivo de hongos comestibles representa en la actualidad una alternativa
para fomentar el desarrollo en areas rurales. La técnica basica esta establecida y no
requiere de economias a gran escala para realizarse, pero la mayoria de intentos han
fracasado, debido a la ignorancia sobre el tema y la falta de asistencia técnica e
informacion disponibles para cualquier persona comun y corriente que pretenda
cultivar hongos. El cultivo de hongos requiere control sobre las condiciones del medio
(temperatura, humedad, ventilacion, luz, oscuridad, etc.). Entre mas factores del medio
se puedan controlar, mas costos se tendran que incorporar a la inversion para el
cultivo. Los cultivos son mas estables y mas productivos cuando el lugar de cultivo

posee aire acondicionado, pero los costos de produccién se elevan. Sin embargo, las
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condiciones de cultivo artesanal son baratas, aunque dependientes de las condiciones
del ambiente y son productivas a bajo nivel, suficiente para autoconsumo y
comercializacion del excedente. En el cultivo artesanal de hongos se puede ejercer
también cierta regulacion sobre los factores del medio, acondicionando de tal manera
los locales para permitir el flujo de corrientes de aire y aplicacion de riego (Lépez,
1995).

Aunque en los paises desarrollados se requiere de un significativo capital para
establecer una planta de produccion de hongos, en muchos paises subdesarrollados
es suficiente sélo una fraccidén de dicho capital por dos razones principales: La mano
de obra es barata y el clima es mas benigno que en las latitudes situadas mas alla de
los trépicos de Céancer y Capricornio. En estos casos no se necesita el equipo
altamente tecnificado que se emplea en los paises ricos para sustituir su costosa labor
humana, ni los sistemas de calefaccion, enfriamiento y los materiales aislantes que
son indispensables para afrontar las inclemencias de un clima extremoso. Para un
buen cultivo de los hongos comestibles y medicinales son primordiales las fuentes de
carbono (presentes en la celulosa, la hemicelulosa y la lignina de los vegetales),
nitrégeno y compuestos inorganicos como fuentes nutritivas (Wood y Fermor, 1982).
El cultivo en medio sélido es el mas comun de propagacion del micelio para su
posterior utilizacion en la produccion de “semilla” y consiste en el crecimiento de
micelio en granos de cereales (trigo, sorgo, arroz, etc.), una vez obtenido el inéculo-
grano se mantiene en condiciones Optimas para su conservacion, hasta su utilizacion
para ser inoculado sobre el sustrato que se empleara para la produccion de cuerpos

fructiferos.

Una alternativa para la obtencion de la “semilla” es la utilizacion de micelio
crecido en medio liquido ya que permitird producir mayor cantidad de biomasa de
mejor calidad en menor tiempo, favorecera la adaptacion y dispersion del hongo en el
trigo y facilitara su manipulacion durante la siembra (Guillen-Navarro et al., 1998). La
introduccién de la técnica del cultivo en bolsa no solo increment6 la cantidad y el lugar
de produccién de algunas especies de hongos comestibles, sino también el nimero

de especies convencionalmente cultivadas. Aquellas especies formalmente cultivadas
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en troncos de madera son ahora capaces de crecer en los cultivos en bolsa en
sustratos no solo compuestos por aserrin, sino también de otros desechos agro-
industriales, por ejemplo, semillas de algodén, olotes, semillas de girasol, residuos de

papel, etc.
3.2 Sustratos solidos suplementados

La generacidbn de residuos agroindustriales ha sido tema de interés entre
investigadores de todo el mundo, puesto que algunos de sus constituyentes son vistos
como materia prima para la generacion de gran diversidad de productos de aplicacion
e importancia industrial. Estos trabajos inicialmente se enfocaron a la obtencion de
productos con un valor agregado, sin embargo, con el paso del tiempo y con la
aplicacion de procesos biotecnoldgicos, vieron en el aprovechamiento de estos
residuos una alternativa para su disposicién, reduciendo asi los impactos generados a

raiz de su produccion (Saval, 2012; Ravera et al., 2008).

En la actualidad los residuos tienen gran aplicacion en los diferentes sectores
productivos, siendo utilizados como sustrato para la producciéon de metabolitos de
interés industrial a través de procesos fermentativos, como en la obtencion de pasta
de celulosa para la fabricacion de papel; como sustratos en la obtencion de
bioenergéticos, en la preparacion de suplementos alimenticios y el mejoramiento de
suelos mediante el compostaje (Saval, 2012; Marqués, 2010). El cultivo de hongos
comestibles es otra aplicacion, cuya importancia se ve reflejada en las ganancias
generadas por esta actividad. La adaptaciéon de modelos biotecnoldgicos en las
comunidades contribuye al desarrollo de actividades productivas complementarias a
practicas agricolas tradicionales mediante las que es posible no solo la obtencion de
alimentos de alto valor nutricional sino también su aplicacion en diversas areas de
produccion, dicho de otra manera, por Monroy y Viniegra (1990) “lo que antes se
consideraba como desecho, es ahora valorado como materia prima en la produccion

de alimento y uso industrial”.

Tan solo en nuestro pais, la actividad forestal es responsable de la generacion

de gran cantidad de residuos agroforestales, mismos que pueden ser aprovechados
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como sustratos con gran potencial en el cultivo de hongos comestibles (Bautista et al.,
2007; COLPOS, 2003). Estados como Durango, Chihuahua y Michoacan, que
representan el 66% de la produccién de subproductos forestales a nivel nacional
pueden ser vistos como areas de oportunidad para la apertura de empresas rurales
dedicadas a esta labor, lo que permitiria la generacion de empleos y la obtencién de

alimento de alto valor nutricional.
3.3 Propiedades funcionales y medicinales de V. bombycina

Es apreciado por sus caracteristicas nutricionales y quimicas y se le han reportado una
buena cantidad de antioxidantes y efectos antitumorales e hipercolesterolemicos
(Badalyan, 2003). Andlisis proximales mostraron que el micelio de este hongo posee
31.8% de fibra dietética, 25.5% de proteina cruda, 1.15% lipidos, 9.03% de ceniza,
8.75% de humedad y 34.75% de carbohidratos, mientras que el basidiocarpo mostré
24.6% de fibra dietética, 28.3% de proteina cruda, 2.72% lipidos, 10.09% ceniza,
9.68% humedad y 38.9% de carbohidratos (Jegadeesh et al., 2010).

Los radicales libres resultan de procesos fisiologicos propios del organismo
(fuentes enddgenas) como el metabolismo de nutrientes, la respiracion y el ejercicio,
o bien son generados por factores ambientales o fuentes exdgenas tales como la
contaminacion industrial, el tabaquismo, la radiacion, los aditivos quimicos en
alimentos procesados y los pesticidas (Bennati et al., 2008). Dentro de las Especies
Reactivas del Oxigeno (ERO) o ROS por sus siglas en inglés, se encuentran radicales
libres y ciertas especies no radicales las cuales son oxidantes y/o se convierten
facilmente en radicales libres. Para prevenir y proteger a los componentes celulares
del dafio por los radicales libres, los organismos aerobios han desarrollado un
elaborado mecanismo de defensa llamado sistema de defensa antioxidante. Existen
diversas defensas a nivel celular contra los niveles elevados de radicales libres tales
como las enzimas superoxido dismutasa, catalasa o glutation peroxidasa que protegen

al organismo contra las ERO (Alvarez-Parrilla et al., 2007).

Un antioxidante se define como cualquier substancia que, cuando esta presente

a bajas concentraciones respecto a las de un substrato oxidable, retrasa o previene
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significativamente la oxidacion de este substrato. Como substrato oxidable se pueden
entender a la mayoria de las moléculas organicas o inorganicas que se encuentran en
las células vivas (proteinas, lipidos, carbohidratos y moléculas de ADN) (Beristain et
al., 2003). Las terapias antioxidantes y dietas ricas o enriquecidas con antioxidantes
parecen prevenir o al menos, disminuir el deterioro funcional organico originado por un
exceso de estrés oxidativo. Asi, ha surgido el interés por obtener moléculas con
potencial actividad antioxidante. Los polifenoles representan un grupo de metabolitos
secundarios que se encuentran abundantemente en frutas, verduras, vinos, tés, aceite
de oliva extra virgen, chocolate y otros productos de cocoa, asi como en hongos
comestibles (Soares et al., 2009; Dubost et al., 2007; Wong y Chye, 2009).

3.4 Residuos agricolas como sustrato para la produccion de hongos

Segun Navarro et al. (1995), se puede definir como residuos a “aquellas materias
derivadas de actividades de produccién y/o consumo que no han alcanzado ningun
valor econdmico”. De acuerdo a lo anterior estos residuos lignoceluldsicos incluyen a
aguellos subproductos tanto de origen forestal, agricola e industrial (Marqués, 2010).
Poseen caracteristicas que los hace similares, como lo es su composicién quimica
cuyo contenido de celulosa, hemicelulosa, lignina y pectinas es variable (Saval, 2012),
representan la mayor fuente de energia y materia organica renovable de la biosfera,
cuya estructura y composicion quimica varia dentro de amplios rangos, lo que
determina su uso industrial y la posible aplicacion de métodos biotecnologicos
(Marqués, 2010).

El aserrin de encino es un subproducto agroforestal que ha sido utilizado por
muchos productores de hongos dandole un valor agregado, encontrando este
aprovechamiento de este residuo como una alternativa para la disposicién del mismo,
reduciendo asi los impactos generados a raiz de su produccioén (Saval, 2012). Grandes
cantidades de aserrin existentes no aprovechables, desprovistos de proteccion y areas
especiales para su acumulacion los convierten en fuentes de dafio medioambiental,
incendios e impiden que las mismas sean empleadas en todas sus potencialidades, lo
anterior unido al ineficiente manejo que se realiza con estos residuos (quemas a cielo

abierto y arrojo en vertederos inapropiados) provocan serios problemas de
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contaminacion ambiental que se traducen en problemas a la salud y dafio al medio
ambiente. Una opcién seria que todos los desechos sean reaprovechados y

reincorporados de alguna forma al medio, en nuestro caso como sustrato.

Los residuos agroindustriales, son materiales ricos en compuestos parietales
(celulosa, hemicelulosa y lignina) los cuales representan la mayor fuente de energia y
materia orgénica renovable de la biosfera, cuya estructura y composicion quimica
varian dentro de amplios rangos, lo cual determina su uso industrial y la posible
aplicacion de métodos biotecnologicos (Marqués, 2010). Su condicion de residuos
altamente lignificados limita su remineralizacién al medio, lo que es visto como un
grave problema ambiental debido a los volimenes manejados y los métodos poco
efectivos aplicados para su disposicion. Algunos de estos residuos son vistos como
fuente de alimento para el ganado, tal es el caso de los generados por el sector
agricola y algunos subproductos agroindustriales, sirviendo como “forraje” durante
época de secas, sin embargo, su aporte nutricional esta limitado por la capacidad del
ganado para ingerirlos, costo econémico y la digestibilidad de los pocos nutrientes

digestivos para el animal (Ellis et al., 1988).

3.5 Cultivo de los hongos comestibles, funcionales y medicinales en sustratos

solidos suplementados

El cultivo de hongos comestibles, funcionales y medicinales sobre sustratos
lignocelulésicos es una buena alternativa para producir alimentos. Los hongos
comestibles convierten los desechos agricolas en alimentos, por lo que son
considerados como una fuente barata de proteina. La mayoria pueden ser producidos
en un corto periodo de tiempo a bajo costo y en areas reducidas. Ademas, el desarrollo
del cultivo de setas a pequefia escala en paises en desarrollo necesita una tecnologia
sencilla, de condiciones poco sofisticadas. Después del proceso de cultivo y la cosecha
de las setas, el sustrato remanente es aprovechable como abono organico, por su alto

contenido en nitrogeno, fosforo y potasio (Chang, 2007).

El cultivo de hongos comestibles como actividad productiva ha ido ganando

terreno en el mercado nacional, principalmente por que los insumos utilizados para su
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cultivo son subproductos agricolas, forestales y agroindustriales como bagazo
tequilero, cafia de azucar, pulpa de café entre otros, lo que representa alternativas
atractivas para el uso integral del recurso disponible. Los costos de inversion
requeridos son bajos (Naranjo y Herrera, 2000), generando una importante dinamica
econdmica en torno a esta actividad, observandose incremento en el nimero de
empresas dedicadas a la comercializacién del producto tanto en fresco como
procesado (COLPOS, 2003). No obstante, en nuestro pais la recoleccion y cultivo de
hongos comestibles son consideradas actividades extra agricolas, desarrolladas en su
mayoria por sistemas familiares rurales, este fendmeno se observa principalmente en

la regidn central del pais (Martinez-Carrera et al., 2007).
3.6 Antecedentes del cultivo de V. bombycina en México

En México V. bombycina, ain no es objeto de cultivo comercial, pero crece silvestre
sobre diversos materiales agroindustriales parcialmente degradados, como los
bagazos de cafia de azucar, henequén, maguey tequilero, pulpa de café y sobre
troncos en descomposicion de diferentes especies tropicales y subtropicales (Guzman
et al., 1993).

La poblacion rural conoce a este hongo con los nombres de “pollitos”, “hongo
del bagazo”, “hongo del rastrojo”, “hongo de la pulpa de café”, “hongo de las huertas”,
“silver straw mushroom” (Guzman, 1997) y “hongo del platano” (Sanchez et al., 1997).
A nivel experimental se han obtenido sus fructificaciones en bagazo de henequén, paja
de cebada y pulpa de café (Ancona y Salmones, 1996; Salmones y Guzman, 1994,
Salmones et al., 1996; Vela y Martinez-Carrera, 1989), pero a nivel rural no se tienen

antecedentes del cultivo de esta especie.
3.7 El &cido acetilsalicilico como suplemento en sustratos sdélidos

El acido salicilico ha sido reconocido por tener un papel en la capacidad de defensa
de las plantas ante el ataque de patdogenos. En medicina tradicional la corteza de los
arboles de sauce (Salix spp.) se masticaba para proporcionar alivio del dolor y la
inflamacion, como se describe en los escritos por el médico griego, Hipdcrates (Siglo

V a. C) y el médico y botanico Dioscorides (Siglo | d. C.). El acido salicilico,
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componente terapéutico en la corteza de sauce, fue identificado por primera vez y
aislado durante el siglo XIX y modificado quimicamente en lo que se conoce hoy en
dia como la aspirina o acido acetilsalicilico (Delaney, 2010). El acido acetilsalicilico
(AAS) es un metabolito secundario de sintesis organica, derivado del grupo de los
fenilpropanoides o también llamados compuestos fendlicos, descendientes del fenol
(Fig. 6), dichos compuestos estan ligados a las actividades de defensa de las plantas,
asi como al endurecimiento de la pared celular (ligninas), actividad antimicrobiana
(furanocumarinas, isoflavonoides y estirpenos), repelentes (taninos) y en procesos de
sefalizacion. Actualmente, se ha considerado al AAS como un biorregulador del
crecimiento de las plantas (Taiz y Zeiger, 2006). Rendén-Hernandez (2015), indico que
el &cido acetilsalicilico tiene un efecto en la fisiologia de los hongos Fistulina guzmanii,
Volvariella bombycina y Hericium erinaceus, asi como en su eficiencia biolégica y en

el contenido de proteinas a una concentracion de AAS 100 pM.

La especie de Ganoderma lucidum (cepa CP-145) conocida por las
comunidades indigenas y campesinas en México se ha cultivado axénicamente en
medios y sustratos convencionales, asi como modificados a través de la adicion de
acido acetilsalicilico. EI AAS tiene un efecto importante sobre el rendimiento, la
composicion, asi como las propiedades funcionales y medicinales de los extractos
hidroalcohdlicos estandarizados obtenidos a partir de los basidiocarpos cosechados
en ambas condiciones de estudio (control versus tratamiento con AAS). En
comparacion con los extractos naturales obtenidos a partir de basidiocarpos de G.
lucidum cultivados sobre aserrin de encino, se obtiene un mayor rendimiento (8.7%)
en los extractos modificados obtenidos a partir de basidiocarpos cultivados sobre

aserrin de encino con AAS (Martinez-Carrera et al., 2016).

COOH

Ej/o\g/cria

Figura 6. Férmula estructural del &cido acetilsalicilico (AAS).Fuente: Martinez-Carrera et al.,
(2016).
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IV. PROBLEMA DE INVESTIGACION

México es un pais megadiverso, principalmente en hongos comestibles, lo cual
representa un gran potencial en recursos genéticos nativos. En esta investigacion se
selecciond y estudio a V. bombycina, un hongo comestible que crece sobre materia en
descomposicion, raices y troncos de diferentes especies de arboles, principalmente

caducifolios, también suele crecer sobre ramas muertas de manzanos.

En la década de 1980s en el entonces Instituto Nacional de Investigaciones
sobre Recursos Bidticos (INIREB), en Xalapa, Veracruz, se iniciaron las
investigaciones encaminadas a la produccion de hongos comestibles, entre ellas, la
obtencion de fructificaciones de Volvariella bombycina var. flaviceps (Murill) Shaffer
sobre paja de sorgo o en mezcla con cascara de cacahuate (Bernabé-Gonzalez, 1994).
Rendon-Hernandez (2015), cultivo la cepa CP-675 de V. bombycina en paja hidratada
estéril hidratada con soluciones de acido acetilsalicilico (AAS) 100 uM y 10 mM,
estableciendo las condiciones de cultivo y la caracterizacion de los cuerpos fructiferos
en los diferentes tratamientos (testigo, AAS 100 uM y AAS 10 mM).

Los hongos comestibles del género Volvariella son poco conocidos, aunque se
tienen reportes de que se consume de manera silvestre y se comercializa en los
mercados de la region central de México. Posee caracteristicas atractivas por su color
amarillo limon, textura suave y valor nutricional y funcional. Se reporta por primera vez
su cultivo en condiciones controladas en substratos sélidos estériles suplementados,
con el fin de realizar un paquete tecnolégico y ofrecerlo a las comunidades para su
cultivo y comercializacién. La estrategia directa se basa en el aprovechamiento del
recurso genético nativo, asi como la utilizacion de productos agroindustriales
suplementados, para apoyar el proceso de desarrollo social y econdémico
principalmente del sector rural. También se estudiaron los factores fisicos, quimicos y
biolégicos para optimizar el método estandarizado de extraccion de compuestos
bioactivos de hongos comestibles, funcionales y medicinales, utilizando una solucién
hidroalcoholica para extraer dichas propiedades del V. bombycina. Se presenta el
primer reporte sobre las propiedades funcionales de V. bombycina, recurso genético

nativo de la region central del pais.
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V. HIPOTESIS

En el hongo comestible Volvariella bombycina, las propiedades funcionales
(antioxidantes y antimicrobianas) de los basidiocarpos cosechados varian de acuerdo

a los sustratos solidos suplementados con acido acetilsalicilico (AAS).
VI. OBJETIVOS
6.1 Objetivo general

Determinar las propiedades funcionales (antioxidantes y antimicrobianas) de los
basidiocarpos de Volvariella bombycina cultivados en sustratos soélidos
suplementados, generando una técnica de produccion con potencial en la region

central de México.
6.2 Objetivos especificos

1. Cultivar el hongo comestible de V. bombycina en diferentes sustratos sélidos
suplementados con acido acetilsalicilico (AAS).

2. Determinar las propiedades funcionales (antioxidantes y antimicrobianas) de los
extractos de Volvariella bombycina.

3. Desarrollar una estrategia para el aprovechamiento de los recursos genéticos
de V. bombycina, con base en sus propiedades funcionales y potencial de
cultivo a nivel de pequefa y gran escala, para las comunidades del centro de

México.
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VIl. MATERIALES Y METODOS
7.1 Material biolégico

Las cepas de V. bombycina se conservan en la Unidad de Recursos Genéticos de
Hongos Comestibles, Funcionales y Medicinales (UREGENHC) del Colegio de
Postgraduados, Campus Puebla (Cuadro 2).

Cuadro 2. Seleccién de cepas de Volvariella bombycina para la realizacion de este trabajo.
Registro Apariencia Procedencia Sustrato

CP-675 Estado de Morelos | "onco de arbol
muerto

CP-733 Carretera federal Tronco de arbol
Atlixco-Puebla muerto

El presente trabajo se realiz6 en el Laboratorio de Biotecnologia de Hongos
Comestibles, Funcionales y Medicinales en la Unidad de Productos Biotecnoldgicos
del Colegio de Postgraduados, Campus Puebla. En la figura 7 se muestra la

metodologia general del presente trabajo de investigacion.

Se procedi6 a preparar medio de cultivo para mantener y propagar los hongos
en estudio, siendo el medio de cultivo completo para levaduras (CYM [Complete Yeast

Medium]) utilizado.
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Cultivo de la cepa CP-675 de Volvariella
bombycina en PHE (Paja hidratada estéril)

Testigo

AAS 100 pM AAS 10 mM

Basidiocarpos frescos cosechados
en la etapa joven y deshidratados a
40 °C

Macerado (10 g de hongo seco + 150 mL solvente hidroalcohdlico al 32%)

Cinética de maceracioén (24, 48y 72 h)

|
| \ |

Agitacién en parrilla eléctrica a 1400 rpm Estatico Oscuridad

Control estandar (10 g - |
de hongo seco, 150 mL Toma de alicuota (500 pL)
sol. hidroalcohdlico al I

32%, 24 h, reposo, - =
oscuridad) Filtracion del macerado

Concentracion del macerado en rotavapor

Obtencién del extracto

Esterilizacion

Aforo a 10 mL

Caracterizacion de las muestras

Resultados

Figura 7. Diagrama de flujo para la extraccion de compuestos bioactivos de la cepa CP-675
de Volvariella bombycina y estandarizacién las condiciones experimentales.
AAS=Acido acetilsalicilico.

26



| Recursos Genéticos (CP-675 v CP-733 de Volvariella bombvcina) |

C

Laboratorio

—

aracterizacion de las cepas

]

Aserrin de
Encino

Aserrin de Bursera

Unidad de productos biotecnolégicos

—

Aserrin de Encino

L

Paja de Trigo

]

Seleccion del sustrato

-]

1

Aserrin de Bursera

Paja de Trigo

kg]

Testigo

Tratamientos:

+ Paja de Trigo + Acido acetilsalicilico [AAS 100 uM UP de 0.5

«  Aserrin de Encino + Acido acetilsalicilico (AAS 100 uM y 10
mM) [Unidades de Produccion de 1 kg]

« Aserrin de Bursera + Acido acetilsalicilico [AAS 100 uM y 10
mM, UP de 1 kg]

. Tratamiento:
Testigo Acido acetilsalicilico (AAS 100 uM)
Cinética de crecimiento
Blanco t)y t;
*  Prueba de esterilidad
[ pH

*  Humedad
* Peso seco

* Analisis de polifenoles totales

Produccion y
caracterizacion de

0s

Sustrato Residual:

indice eficiente de degradacion (IED)

basidiocarpos

* Inoculacién

+ Tiempo de colonizacion (dias)
»  Aparicién de primordios

Incubacion (25 °C, Laboratorio)

Obtencién de las muestras

Propiedades funcionales de los basidiocarpos

Andlisis de datos estadisticos

|
| Resultados I
I

Estrategia

Figura 8. Diagrama de flujo general para la realizacion de este proyecto.
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7.2 Preparacion del in6culo o “semilla”

Para la elaboracién de la semilla, se hidrataron los granos de trigo en agua caliente
por 20 minutos. Posteriormente, los granos de trigo se dejaron reposar por otros 20
minutos. Después de este tiempo, se transvasaron a una tina para eliminar el exceso
de humedad y enfriar la semilla, se agregaron 4 gramos de cal y 12 gramos de yeso
por cada kilogramo de trigo en peso seco, la mezcla se distribuy6 bien y el trigo se

colocé en frascos de vidrio de 1 L de capacidad.

Los frascos con la semilla de trigo se esterilizaron en una autoclave u olla de
presion (All American) a 121°C con 1.05 kg/cm? de presién o 15 libras/pulg?, durante
1 hora y 30 minutos. Posteriormente, los frascos se enfriaron a temperatura ambiente
antes de ser inoculados, previamente las cepas del hongo V. bombycina (CP-675 y
CP-733) se cultivaron en cajas Petri en el medio de cultivo CYM. Posteriormente, se
sembraron los frascos de vidrio, incubandose de 14 a 20 dias a 25 °C + 3 °C hasta que

el micelio cubrié al 100% la semilla, a este cultivo se le llamod in6culo.

7.3 Preparaciéon de las unidades de produccion (UP) para cultivo en sustrato
solido

Los sustratos sélidos elegidos fueron: paja, aserrin de encino y aserrin de palo mulato
(Bursera spp). Se uso6 agua potable para hidratar los sustratos del testigo y también se
prepararon las soluciones de acido acetilsalicilico (SIGMA, China), a diferentes
concentraciones (AAS 100 uM y AAS 10 mM) consideradas como tratamientos. Se
elaboraron unidades de 1 kg de sustrato hiumedo en bolsas de polipropileno de 13.5 x
80 cm con filtro (Unicorn Imp. E.U.A).

7.4 Determinacién del peso seco, temperaturay pH del sustrato

De cada sustrato elaborado se tomaron 5 réplicas de 5 g c/u, antes y después de su
esterilizacion, se homogenizaron y se pesaron en una balanza analitica (Ohaus, USA).
Las muestras con un peso conocido se colocaron en un horno (Felisa, México) para
su secado a 100°C durante 48 horas. Para determinar el pH de los sustratos antes y
después de ser esterilizados, se utilizé una relacién 1:1 de sustrato y agua destilada

estéril. Para la lectura del pH se utiliz6 un potencidmetro (Conductronic) el cual fue
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previamente calibrado desde un pH basico con buffer de sulfato pH 7 hasta un pH
acido con buffer de pH 4 (J: T: Backer, México). Para cada lectura se registraron 5

repeticiones homogenizando la mezcla previa a la lectura.
7.5 Inoculacion del sustrato

A las bolsas con sustrato estéril se les agreg6 aproximadamente 200 g de in6culo y se
distribuy6 por toda la bolsa en campana de flujo laminar. Las bolsas fueron selladas
con un sellador termo electrénico (Impulse Sealer, UL), para evitar la contaminacion y

la pérdida de humedad.
7.6 Incubacion de las unidades de produccion (UP)

Las unidades de produccion se incubaron en un cuarto con ciclos de 12 horas luz y 12
horas de obscuridad, a temperatura maxima de 27 °C y minima de 19 °C durante 20

dias hasta que se observo la presencia de primordios.
7.7 Fructificacion de las cepas en estudio

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, las unidades de produccion se
transfirieron al médulo de fructificacion, se perforaron las bolsas con ayuda de unas
tijeras para la liberacion de los primordios, las unidades de produccién se mantuvieron
de 40-45 dias con un rango de temperatura de 25 °C y 20 °C con una humedad relativa
superior al 75% hasta que los basidiocarpos alcanzaron el estadio adulto. Finalmente,
los cuerpos fructiferos fueron cosechados desprendiéndolos desde la base del sustrato

y fueron procesados.
7.8 Caracterizaciéon de los basidiocarpos

A los basidiocarpos cosechados se les registré el peso fresco por unidad de produccion
en una balanza analitica (OHAUS, E.U.A), y se les midi6 la conductividad, resistividad,
pH, temperatura y peso seco en cada tratamiento. Para poder comparar estas
variables con otros hongos funcionales y medicinales, se utilizaron los basidiocarpos
de Ganoderma lucidum (CP-145) y Lentinula edodes (P-580) cultivado en la unidad de

productos biotecnoldgicos.
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Los basidiocarpos se deshidrataron en charolas en una incubadora (lli Lab-line,
México) durante un periodo de 48 horas a 40 °C (Fig. 9) y fueron nuevamente pesados
en balanza analitica (OHAUS, E.U.A). Una vez deshidratados, los basidiocarpos se

almacenaron en bolsas de polipapel para su posterior procesamiento.

s

| 75w . o | P ».’»" r >- > X
Figura 9. Secado de los basidiocarpos
bombycina a 40 °C.

de las cepas CP-675 y CP-733 de Volvariella

La produccién de los basidiocarpos se determiné mediante la siguiente formula,
expresada en peso de los basidiocarpos (g) por kilogramo de sustrato en peso seco
(g/k Ps): Y = XIS, es decir, el rendimiento (Y) es el promedio de los basidiocarpos o
biomasa (X) de cada unidad de produccién multiplicado por 1000 entre el peso seco
del sustrato (S) (Sanchez y Royse, 2001). Por otra parte, la eficiencia biolégica (EB)
se calcul6 de acuerdo a Tschierpe y Hartmann (1977), en donde, la eficiencia biolégica
es el resultado del peso fresco de los basidiocarpos (Pf Cf) entre el peso seco del
sustrato utilizado multiplicado (Ps S) por 100, es decir: EB= (Pf Cf / Ps S) x 100. El
indice de degradacion (ID) es el resultado de restar el peso seco inicial de la unidad
de produccion (UP) menos el peso seco final de la unidad de produccion entre el peso
seco inicial de la unidad de produccion multiplicado por 100 (Nyochembeng et al.,
2008).

7.9 Caracterizacion del sustrato residual

De las unidades de produccién (UP) cosechadas con basidiocarpos de las cepas CP-
675y CP-733 de V. bombycina, se les tomd y registré el peso fresco residual a cada

unidad de produccién y se tomaron 5 réplicas de 5 g por UP. para la obtencién del
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peso seco residual final, se homogenizaron y se pesaron en una balanza analitica
(Ohaus, USA). Las muestras de sustrato fresco residual se colocaron en un horno
(Felisa, México) para su secado a 100°C durante 48 horas. Para determinar el pH y
temperatura de los sustratos residuales, se utilizé una relacion 1:2 de sustrato y agua
destilada estéril, ya que las muestras tomadas estaban deshidratadas dificultando su
lectura. Para la lectura del pH se utilizé un potenciometro (Conductronic) previamente

calibrado.
7.10 Obtencion de compuestos bioactivos en macerados y extractos

Para la obtencion de compuestos bioactivos se establecidé la determinacion de
polifenoles totales utilizando el método colorimétrico-espectrofotométrico de Folin-
Ciocalteau (Muller et al., 2010); para la determinacion de la actividad antioxidante por
DPPH se utilizé el protocolo descrito por Oztiirk et al. (2011), donde se determinaron
las respectivas alicuotas necesarias para preparar concentraciones de 800, 700, 600,
500, 400, 200,100 y 0 pg/mL de los extractos.

7.10.1 Variables preliminares

Las variables propuestas para la realizacion de este proyecto se muestran a

continuacion:

1) Muestra: 10 g de basidiocarpos deshidratados de la cepa CP-675 de V.
bombycina cultivada en paja hidratada estéril, suplementada con acido
acetilsalicilico (AAS) 100 uM y 10 mM.

2) Sobres de papel filtro de poro mediano de 6.0 cm de ancho x 9.5 cm de largo.

3) Volumen de solvente: Para obtener los extractos por maceracion se usaron
frascos de vidrio con boca ancha y tapon de rosca con capacidad de 250 mL.
Se utiliz6 un solvente hidroalcohodlico al 32%. Se usé un sélo volumen de
solvente (150 mL).

4) Temperatura: Las muestras se conservaron a temperatura ambiente y en

obscuridad.

5) La maceracién se llevé acabo en dos condiciones para cada muestra:
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e En agitacion utilizando una parrilla eléctrica (Cimarec, Thermo Fisher Scientific

U.S.A) a 140 rpm para mantener el macerado en movimiento.
e En estado estatico o reposo, las cuales se agitaron cada 24 horas.
6) Tiempos: Los macerados se obtuvieron después de 24, 48 y 72 horas.
7) Toma de muestras de la cinética:

e Macerados se tomaron 3 mL de cada macerado a las 24, 48 y 72 horas y se

colocaron en tubos estériles Falcon y se almacenaron a 4 °C hasta su uso.

e Extractos se tomaron 3 mL de cada extracto y se colocaron en tubos estériles

Falcon y se almacenaron a 4 °C hasta su uso.

8) Decantacion: Al término del tiempo de maceracién se vertio la fase liquida en
un vaso de precipitados, las muestras se presionaron manualmente y después

con una prensa hidraulica a 2.6 toneladas de presion (300 Kg/cm?).
7.10.1.1 Cinética de maceracion

Se pesaron 10 g de basidiocarpo seco de la cepa CP-675 de V. bombycina y se molié
en vasos de licuadora de 200 mL (Osterizer) con 2 pulsos de 10 s cada uno para evitar
que se caliente la muestra hasta obtener un tamafio de particula lo mas fina posible
(Fig. 10). La muestra molida se coloc6 en sobres de papel filtro de poro mediano de

6.0 cm de ancho x 9.5 cm de largo y finalmente se cerraron con hilo blanco marca

Seraldn.

Figurlfi. réeso de molido de Volvariella bombycina (CP-675).

Las muestras de 10 g de basidiocarpo en peso seco contenidas en los sobres de papel
filtro se colocaron en un frasco estéril de vidrio con tapa de rosca de 250 mL y en

seguida a cada frasco se le agregaron 150 mL de una solucion hidroalcohdlica (32%)
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El tiempo de maceracion fue de 24, 48 y 72 horas en condiciones de obscuridad y a
temperatura ambiente. Después de este tiempo, se retiré el sobre y exprimié hasta
recuperar el macerado en una prensa hidraulica (Fig.11). Los extractos se obtuvieron

después de 24 y 72 horas de maceracion.

¥

Figura 11. Proceso de prensado de la muestra de Volvariella bombycina (CP-675) en el sobre
de papel filtro.

7.10.2 Variables estandarizadas

Con los datos obtenidos de las variables preliminares, se determinaron las variables
estandarizadas para la realizacién de este proyecto, las cuales se muestran en la

siguiente lista:

1. Muestras: 5 g de hongo seco de las cepas CP-675 y CP-733 de V. bombycina
cultivados en diferentes sustratos soélidos suplementados con &cido
acetilsalicilico (AAS) 100 uM y 10 mM.

2. Sobre de papel filtro de 6.0 cm de ancho x 9.5 cm de largo.

3. Volumen de solvente: frascos de vidrio con boca ancha y tapén de rosca con
capacidad de 250 mL. Solvente hidroalcohdlico al 32% v/v. Volumen de solvente
(150 mL).

4. Temperatura: Las muestras se conservaron a temperatura ambiente y en

obscuridad.

5. La maceracion se llevé acabo en una condicion para cada muestra, en estado

estatico o reposo.

6. Tiempos: Los macerados se obtuvieron después de 24 horas.
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7. Toma de muestras de la cinética:

e Macerados se tomaron 4 mL de cada macerado a las 24 horas y se colocaron

en tubos estériles Falcon y se almacenaron a 4 °C hasta su uso.

e Extractos se tomaron 2 mL de cada extracto y se colocaron en tubos estériles

Falcon y se almacenaron a 4 °C hasta su uso.

8. Decantacion: Al término del tiempo de maceracion se vertio la fase liquida en
un vaso de precipitados, las muestras se presionaron manualmente y después

con una prensa hidraulica a 1.5 toneladas de presion.
7.11 Concentracion de las muestras estandarizadas en rotavapor

Los macerados se concentraron utilizando un rotavapor (Modelo HS-2000NS, Hahn
Shin Scientific) a presion reducida, a 40 °C y a 90 rpm hasta obtener un volumen de
aproximadamente de 5-7 mL. El concentrado obtenido se aforé a 10 mL en un matraz
de 10 mL con el mismo solvente (Fig. 12). Posteriormente, el extracto se esteriliz6 en
un sistema Sterifilm (Merk Millipore) con filtros S-Pak de poro de 0.45 um de 47 mm
de diametro (Merk Millipore). El extracto estéril se coloco en tubos falcon estériles de

50 mL y se almacenaron en refrigeracion a 4 °C hasta su posterior analisis.

Flgura 12. F|ItraC|on y concentracién del macerado de Volvariella bombycina (CP-675) en
rotavapor.

7.12 Caracterizacion de los extractos

La caracterizacion de los extractos consistio en el rendimiento, cuantificacion del
contenido de polifenoles totales, obtencién de la actividad antioxidante por DPPH y en

la evaluacion del efecto bacteriostatico y el efecto bactericida de los extractos de
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basidiocarpos deshidratados de las cepas CP-675 y CP-733 de V. bombycina
cultivados en diferentes sustratos sélidos suplementados con acido acetilsalicilico
(AAS) 100 uM y 10 mM, contra cepas bacterianas de Streptococcus agalactiae (CPB4),
Escherichia coli (CPB-8) y Pseudomonas aeruginosa (CPB-13).

7.12.1 Rendimiento

El rendimiento se determiné por gravimetria y consistio en lo siguiente: de los
macerados antes de concentrar en rotavapor y los extractos obtenidos, con ayuda de
una micropipeta de 1 mL (marca Thermo Scientific, Finnpipette) se tomaron 5 réplicas
de cada muestra, 0.5 mL para el caso de macerados y 0.2 mL para extractos, en cajas
de Petri previamente pesadas y se colocaron en un horno de secado (Lab-line, U.S.A.)
a 40 °C por 24 horas hasta la evaporacion del solvente y peso constante.
Posteriormente, se realizaron las operaciones para calcular el rendimiento en mg/mL

de cada muestra.

Para la obtencion del rendimiento por densidad optica (D.O.) consistio de la
siguiente manera: de cada muestra se tomaron 100 pL con una micropipeta (Thermo
Scientific, Finnpipett) y se colocaron en un pozo de una microplaca transparente de 96
pozos y se ley6 en un espectrofotdmetro de microplacas (EPOCH, Biotek) a longitudes
de onda de 200 a 1000 nm.

7.12.2 Caracterizacion de los macerados y extractos preliminares vy

estandarizados

Se llevo a cabo la medicion de la conductividad, resistividad, pH y temperatura con un
medidor de pH (Seven Excellece Multiparameter, Mettler Toledo E.U.A) como se
muestra en la figura 13, se realizaron 5 réplicas de 4 mL de los macerados antes de la
concentracion en rotavapor y 5 réplicas de 2 mL de los extractos. De cada muestra se

tomd 2 mL con la ayuda de una pipeta y se colocé en una probeta de 10 mL.
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Figura 13. Potenciometro utilizado para la medicion de pH, conductividad y resistividad.

Cuantificacién de los grados Brix: con la ayuda de una micropipeta de 1 mL (Thermo
Scientific, Finnpipette) se tomaron réplicas (n=5) de 300 pl de cada macerado antes
de concentrar en el rotavapor y de extracto. Cada muestra se coloco en el lector del
refractometro (PAL-1 ATAGO), como se observa en la figura 14, previamente calibrado

con agua destilada.

(CP-675y CP-733).

7.13 Propiedades funcionales

Para cuantificar las propiedades funcionales de los extractos del hongo V. bombycina,
se utilizé la cuantificacion de polifenoles totales y la medicion de la actividad
antioxidante por DPPH.
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7.13.1 Polifenoles totales

Para la cuantificacion de los polifenoles totales en los extractos se us6 el método
colorimétrico-espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau (Muller et al., 2010). Para la

determinacién de Polifenoles totales se prepararon las siguientes soluciones:

Solucion saturada de carbonato de sodio (Sigma, Aldrich). Se disolvieron 7.5 g de
carbonato de sodio en 100 mL de agua destilada. Para inducir a la precipitacion se

agregaron 0.3 g de carbonato de sodio y se coloco en refrigeracion durante una hora.

Folin-Ciocalteau. En un matraz volumétrico de 10 mL se puso 1 mL del reactivo Folin-

Ciocalteau (Sigma, Aldrich) y se afor6 con agua.

Solucion stock de &cido gélico (Sigma, Aldrich) a 1000 ppm. Se pesaron 0.010050
g de acido galico y se disolvio en 0.5 mL de etanol para ayudar a su disolucion, se

aford a 10 mL con agua destilada.

Curvade calibracion. En matraces aforados de 10 mL y envueltos con papel aluminio
para evitar la luz, se colocaron 0, 0.25, 0.5, 1.0, 1.5 y 2.0 mL de la solucion stock de
acido galico (Meyer) y se aforaron con agua destilada. Dichas soluciones tuvieron una
concentracion de 0, 25, 50, 100, 150 y 200 ppm, respectivamente. En una microplaca
de 96 pozos se tomaron 4 réplicas de 20 pL de cada muestra, sélo en el caso de los
extractos debido a la intensidad de su color se tuvo que hacer diluciones 1:50 para
evitar que los valores de la absorbancia fueran mayores a 1.5. Posteriormente, se
agregaron 100 pL de reactivo de Folin-Ciocalteau, 75 pyL de solucion saturada de
carbonato de sodio. La placa se incub6 a temperatura ambiente y en oscuridad por 2
horas. Al término del tiempo de incubacion, se leyé la placa en un espectrofotometro
de microplacas (EPOCH, Biotek) a una longitud de onda de 740 nm. La ecuacién para
el calculo de polifenoles totales como equivalentes de acido galico se determiné en el
programa de computo Excel, en base a los datos graficados de la curva de calibracion.
Con los valores de la solucion estandar de acido galico se construyé una linea de
tendencia, la ecuacion de la recta y el valor de R2. Los valores de la ecuacion (y= mx
+ b) se utilizaron para determinar la concentracion del acido gélico presente en los

extractos.
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7.13.2 Cuantificacién de la actividad antioxidante por DPPH

Preparacion de la muestra a partir de los extractos en sus diferentes solventes de las
soluciones stock, en el programa en Excel “Diluciones”, se determinaron las
respectivas alicuotas, necesarias para preparar concentraciones de 800, 700, 600,
500, 400, 200,100 y 0 pg/mL de los extractos. Preparacion del estandar: A partir de
una solucion stock de estandar en el programa Excel archivo “DPPH Original” se
hicieron diluciones para determinar las curvas de concentracion siendo las mostradas

en el cuadro 3.

Cuadro 3. Concentracién de la muestra y estandar para la determinacién de la actividad
antioxidante con el reactivo DPPH.

Muestra (ug/mL) BHT (ug/mL)
0 0.00
100 0.25
200 0.50
400 0.75
500 1.00
600 5.00
700 10.00
800 25.00

Fuente: Escudero (2015).

Preparacién de la solucion de DPPH: La solucion del radical libre 2,2-difenil-1-
picril-hidrazilo (DPPH) (0.4 mM) en metanol grado analitico se preparé en un matraz
completamente cubierto con papel aluminio. ElI volumen a preparar depende de la
cantidad de muestras a evaluar (4 mL por microplaca de 96 pozos). El peso molecular
del DPPH es de 394.32 g/L. Para preparar 10 mL en concentracién 0.4 mM se requiere
de 0.0015773 g de 2,2-difenil-1picril-hidrazilo (DPPH). Para la reparacion de la
microplaca se hicieron réplicas por columnas (n=4); se pusieron 160 pL del extracto
en sus diferentes concentraciones y 40 uL de la solucion de DPPH (0.4 mM); se
incubaron en obscuridad por 30 minutos; se reventaron las burbujas y se ley6 en el
espectrofotometro Epoch a una longitud de onda de 517nm. A partir de las
absorbancias obtenidas se determind el porcentaje de actividad antioxidante con la

ecuacion que se presenta en la siguiente ecuacion (Murillo et al., 2007).
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Acontrol (-): Absorbancia del DPPH (solo) al tiempo 0.
Aextracto: Absorbancia de los extractos.

Actividad Antioxidante (%) = X 100

El IC50 estd definido como la cantidad de antioxidante al disminuir la
concentracion inicial de DPPH al 50%. Este valor se calcula graficando el porcentaje
de inhibicién contra la concentracion del extracto (Deng et al., 2011). En otros trabajos
se reportaron criterios de seleccion para extractos vegetales con base en el IC50;
considerando de alto potencial antioxidante aquellos con concentraciones menores a
30 pg/mL, con moderado potencial ubicados en un rango entre 30 pg/mL y 100 pg/mL
y de bajo potencial antioxidante aquellos con una concentracién de inhibicién al 50 %
por encima de 100 pg/mL (Ramos et al., 2003).

7.14 Disefio experimental

Para la obtencién de la informacion para contrastar las hipotesis establecidas, se
hicieron las determinaciones procedentes utilizando un disefio experimental
completamente al azar con tres repeticiones para la eficiencia biolégica e indice de
degradacion, cuatro repeticiones para la determinacion de plifenoles totales y actividad
antioxidante y cinco repeticiones para rendimiento y grados Brix. Para el analisis de

varianza se utilizo el Statistical Analysis System 9.4 (SAS, 2013).
7.15 Propiedades medicinales

Para demostrar los efectos que puedan tener los extractos de V. bombycina en algunas
principales bacterias patdgenas del ser humano, se determind la Concentracion
Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracion Minima Bactericida (CMB) en la cual se

explica a continuacion.

7.15.1 Prueba de la susceptibilidad antimicrobiana por el método de

microdilucion
Preparacion de medios de cultivo.

Medio de cultivo Agar Mueller Hinton: Se disolvieron 38 g del medio agar Mueller

Hinton BD Bioxon en 1 litro de agua destilada, a temperatura de ebullicibn de 3 a 5
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minutos en un horno de microondas (SHARP, Carousel). Una vez disuelto el medio,
se esterilizé en una olla de presion (ALL AMERICAN) durante 20 minutos a 121 °C,

posteriormente, se vacié el medio en cajas de Petri de 60 x 15 mm.

Medio de cultivo liquido Mueller Hinton: Se disolvieron 21 g de medio de cultivo
liqguido Mueller Hinton en un litro de agua destilada, se hirvido de 3 a 5 minutos en un
horno de microondas (SHARP, Carousel). Se vertieron 20 mL del medio en matraces
Erlenmeyer con tapa de rosca de 125 mL y se esterilizaron bajo las mismas

condiciones que el medio de agar.

7.15.1.1 Obtencion del in6culo bacteriano de las cepas CPB-4 (Streptococcus
agalactiae), CPB-8 (Escherichia coli) y CPB-13 (Pseudomonas aeruginosa)

De un cultivo fresco (24 h a 35.5 °C) de cada una de las bacterias en estudio, se tomo
una asada y se sembraron los matraces Erlenmeyer de 125 mL que contenian 20 mL
de medio de cultivo liquido estéril Mueller Hinton, los matraces se incubaron a 35.5 °C
en una incubadora orbital (Thermo scientific, modelo MAXQ 4000) por 24 horas a 120
revoluciones por minuto, de ese matraz “semilla” se tomaron 100 pyL con una
micropipeta (Finnpippete) y se colocaron en una microplaca que se leyd en un
espectrofotometro (Epoch, BIOTEX Instruments) a una longitud de onda de 600 nm,
con ésas lecturas se gener6 el valor promedio que fue procesado en un programa
desarrollado en Excel, obteniendo el resultado en una tabla y en una grafica,
mostrando la concentracion en bacterias por mL que se encontraban en el matraz

“semilla”.

Conocida la concentracion en el matraz semilla se determin6 el volumen a
agregar de ése al matraz (1) para tener una concentraciéon de 1x108 bact/mL.
Asimismo, se determind el volumen a pasar del matraz 1 al matraz 2, para que al
inocular 4 yL de este ultimo en cajas de Petri de medio de cultivo Agar Mueller Hinton
se confirmara una poblacion de 50 Unidades Formadoras de Colonias, se sembraron
los matraces Erlenmeyer de 125 mL con 20 mL de medio de cultivo liquido Mueller
Hinton estéril, los matraces se incubaron a 35.5 °C en una incubadora orbital (Thermo

scientific, modelo MAXQ 4000) por 24 horas a 120 revoluciones por minuto, de ese
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matraz “semilla” se tomaron 100 yL con una micropipeta (Finnpippete) (triplicado) y se
colocaron en una microplaca donde se leyo en un espectrofotometro (Epoch BIOTEK)
a una longitud de onda de 600 nm, lo cual nos dio el valor de la densidad optica (D.O.),
con éstas lecturas se genero el valor promedio que fue procesado en un programa
desarrollado en Excel obteniendo el resultado en una tabla y en una gréafica, mostrando
la concentracién en bacterias por mL que se encontraban en el matraz “semilla”.
Conocida la concentracion en el matraz semilla se determiné el volumen a agregar de
ése al matraz (1) para tener una concentracion de 1x108 bact/mL. Asi mismo, se
determiné el volumen a pasar del matraz 1 al matraz 2 para que al inocular 50 pL de
este Ultimo en cajas de Petri con medio de cultivo Agar Mueller Hinton (por triplicado)

se tenga una poblacion aproximada de 50 Unidades Formadoras de Colonias (Fig. 15).

Cultivo de bacteria

Cultivo de bacteria por 24 horas
por 12 horas - -
Matraz semilla Matraz 1 Matraz 2

—

O A

P P | P
Concentracion desconocida Concentracion Concentracion
1X 10" UFC/mL 1X 10° UFC/mL

50 UFClcaja
Microplaca
1x10* UFC/pozo

Cultivo que verifica la pureza
de la bacteria y poblacion

Figura 15. Ajuste de la cantidad de las bacterias a una concentraciéon de 1x108 UFC mL-1 para
el disefio experimental y, de 1x10* UFC mL™* para verificar el in6culo 50 Unidades
Formadoras de Colonias (UFC) en cajas de Petri con medio de cultivo Agar Mueller
Hinton. Fuente: Renddn-Hernandez (2015).

Arreglo de las muestras en la microplaca. Todos los ensayos se realizaron en
microplacas transparentes de 96 pozos con fondo redondo (Corning) siguiendo el
protocolo del Clinical and Laboratory Standads Institute (2006). A todos los pozos de
la microplaca se le agregaron 100 pL de agar liquido estéril Mueller Hinton. Con el fin
de poder probar el efecto del extracto como agente antibacteriano (tratamiento), se

establecieron controles positivos y negativos para la bacteria, el solvente y el extracto
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del hongo (tratamiento). El control positivo de la bacteria también llamado control de
crecimiento bacteriano, muestra la viabilidad de la bacteria en estudio. El control
positivo del solvente muestra el efecto del solvente sobre el crecimiento de la bacteria.
El blanco positivo del tratamiento, es el tratamiento sin la bacteria, cuyo valor de D.O.
se resta a la lectura del tratamiento por el tono propio del extracto. El control de
esterilidad comprueba que no hubo contaminacion durante la prueba. El control
negativo del solvente determiné el valor de la D.O. que tiene el solvente el cual se rest6
al control positivo del solvente para cada dilucién en estudio. El tratamiento (extracto)

demostro la actividad antibacteriana sobre la bacteria (Fig. 16).

Blanco positivo del tratamiento

Control positivo del solvente (Extracto + agar MH)

Tratamiento

Control de
esterilidad

Control negativo del solvente
(Tequila+MullerHinton)

Control positivo de la bacteria
(Control de crecimiento bacteriano)
Figura 16. Distribucion de las microdiluciones en la microplaca para la prueba de sensibilidad
antibacteriana. Fuente: Rendon-Hernandez (2015).

Después de realizada la distribucion se procedié a inocular la microplaca con 2
ML de indculo bacteriano (B), segun se indica en la figura 17. El volumen final de cada

pozo fue de 200 pL.
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Figura 17. Especificaciones de la inoculacion de la bacteria en estudio para realizar la prueba
de sensibilidad antibacteriana en esta investigacion. Fuente: Rendén-Hernandez
(2015).

El cuadro 4 describe la microplaca basada en el rétulo de la placa para
relacionar las lecturas con los resultados y poder procesarlas en la base de datos,

segun lo propuesto por Escudero (2015).

Cuadro 4. Distribucion de la prueba de sensibilidad antibacteriana usando extracto de hongo
como agente antimicrobiano. Cada poso de la placa contenia 100 uL de medio
de cultivo estéril Mueller Hinton (MH).

Descripcion Microdiluciones Ubicacion
(pozos)

Control positivo del solvente 100 pL de solvente + 2 yL de indculo bacteriano  Al1-G4
Tratamiento 100 yL de extracto + 2 uL de in6culo bacteriano  A5-F8 y G5-G6
Blanco positivo del tratamiento 100 pL de extracto A9-F11
Control de esterilidad 200 pL de MH Al2-F12
Control positivo de la bacteria 200 pyL de MH + 2 pL de solucién bacteriana H1-H6
Control negativo del solvente 100 pL de solvente G7-G12 y H7-H12

Fuente: Rendén-Hernandez (2015).

La concentracion del extracto (tratamiento) en cada microdilucién esta
representada en la figura 18. Dependiendo de la microdilucion se tomaron 100 uL de
ese pozo y se transfirieron a la siguiente columna y asi sucesivamente, hasta el Ultimo

pozo de cada tratamiento. Los ultimos 100 yL de cada pozo se eliminaron.
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100 pL de MH
100 pL de solvente o extracto

CNCNCONCONCONCO NN

20 25 12.5 6.25 3125 1.56

Figura 18. Vista longitudinal de la forma en que se realiz6 la microdilucién de los extractos en
la microplaca. El valor que esta indicado dentro de cada pozo representa la dilucién
del extracto o del solvente, expresado en %,100 uL fue el valor de la concentracion
inicial, 50 pyL fue el valor de la concentracion diluida a la mitad, y asi
sucesivamente. El volumen total de la microdilucion de cada pozo fue de 200 uL.
Fuente: Renddén-Hernandez (2015).

Una vez terminada las microdiluciones de la microplaca se colocé en una caja
semi hermética simulando una cdmara humeda usando agua destilada estéril (Figura
19a) y se incub6 en una incubadora orbital (Thermo scientific, modelo MAXQ 4000) a
35.5 °C (Figura 19b). Después de 24 horas, se leyd la microplaca en el
espectrofotometro (Epoch, BIOTEX Instruments) a una longitud de onda de 600 nm.
Los valores de densidad éptica de cada dilucion se tomaron en cuenta para calcular el

efecto del agente antimicrobiano (extracto del hongo) sobre las bacterias en estudio.

A B

Figura 19. a) Forma en la que se colocé la microplaca para evitar la pérdida de humedad y b)
Incubadora donde se coloc6 la microplaca.

Para comprobar el efecto bactericida o el efecto bacteriostatico del tratamiento
(extracto), se tomaron muestras de los pozos que contenian las microdiluciones del
tratamiento (indicadas como D1 al D7) y ubicadas en los pozos 5A, 6Ay 7A al 5G, 6G y 7F, el
control de esterilidad (CE) tomada de los pozos 12A al 12F, el control de crecimiento (CC) de
la bacteria en estudio, tomado de los pozos 1H al 6H y, del extracto estéril tomado de los pozos
9A al 11A (Fig. 20).
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Blanco positivo del tratamiento

PEPI|119]1S3 3p [043U0)

Control positivo de la bacteria (Control de
crecimiento bacteriano)

Figura 20. Representacion de los pozos de la microplaca de donde fueron tomadas las
muestras para evaluar el efecto bactericida de los extractos de Volvariella
bombycina. Fuente: Escudero (2015).

7.15.2 Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

Para comprobar la actividad bactericida de los diferentes extractos probados en cada
una de las bacterias, se disefié una caja de Petri con medio de cultivo agar Mueller
Hinton (Fig. 21). Después de leer en el espectrofotémetro la placa de la prueba de
sensibilidad bacteriana (24 horas de incubacion), se sembraron 1.3 pL de cada una de
las microdiluciones de la placa, la caja de Petri se incub6 por 24 horas. Se comprobé
la concentracion minima inhibitoria cuando el extracto mata la bacteria después de 24
horas de incubacion de la caja de Petri. Se establecié como actividad bactericida la
concentracion del extracto del hongo que mata el crecimiento bacteriano a las 48 horas

de realizada la prueba de sensibilidad antibacteriana.
7.15.3 Determinacion de la Concentracién Minima Bactericida (CMB)

Basada en el mismo principio que la CMI, se definié como actividad bacteriostatica a
la concentracion del extracto que inhibié el crecimiento de las bacterias a las 24 horas
de incubacion de la caja de Petri, pero permite el crecimiento de las bacterias a las 48
horas de realizada la prueba de sensibilidad bacteriana.
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Figura 21. Modo de inoculacién de la caja de Petri con agar Mueller Hinton para verificar la
concentracién minima inhibitoria (CMI) y la concentracion minima bactericida
(CMB) de los extractos de V. bombycina diluido en la microplaca (D1-D7) y
sembrado con la cepa bacteriana en estudio. C.E.= Control de esterilidad. C.C.=
Control de crecimiento bacteriano (Blanco positivo de la bacteria). B.P. T= Blanco
positivo del tratamiento. Fuente: Petlacalco (2016).
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VIIl. RESULTADOS
8.1 Ciclo de cultivo de V. bombycina

El hongo, desde la inoculacién en sustrato sélido hasta la ultima cosecha, presento un
micelio ralo abundante de color blanquecino a hialino en el sustrato. El tiempo de
colonizacion del sustrato fue de 22 dias, la aparicion de primordios, la primera y

segunda cosecha para cada muestra se muestran en el cuadro 5.

Cuadro 5. Ciclo de produccion de las cepas de Volvariella bombycina desde la colonizacién
hasta la segunda cosecha.

Colonizacién Apz_irlcmr_l de Primera cosecha Segunda cosecha
Cepa (dias) primordios (dias) (dias)
(dias)
CP-675 22 33 39 46
CP-733 17 22 24 26

Los tiempos de la aparicion de primordios, la induccién térmica y de
fructificacion fueron variados dependiendo de los sustratos utilizados. El tiempo de
colonizacion del sustrato por el hongo fue de 22 dias para la cepa CP-675y de 17 dias
para la cepa CP-733. El periodo de fructificacion se inici6 con el desarrollo de los
primordios a los 9 a 15 dias y se diferenciaron totalmente en un lapso de 8 dias en

todos los tratamientos.

Las condiciones ambientales de fructificacion de las cepas CP-675y CP-733 de
V. bombycina en el mddulo de produccion, y en el area de incubacion tuvieron
temperatura maxima de 27 °C y minima de 19 °C (Fig. 22). La temperatura del area de
incubacion fue constante (maxima y minima) en los meses de mayo, junio y julio, la
maxima registrada fue de 27 °C, y la minima fue de 20 °C, en los meses de mayo y
junio.
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Figura 22. Temperaturas registradas en el rea de incubacion de las unidades de produccién
(UP) de Volvariella bombycina.

Se realiz6 otro monitoreo de temperatura y humedad en el area de fructificacion
en el médulo de produccion en los meses de abril, mayo, junio y julio, la temperatura
maxima registrada fue de 23 °C y minima de 16 °C. En cuanto a la humedad registrada
para ésta area fue de 89%, con una humedad maxima de 99% y una minima de 66%,

en los meses de mayo y junio (Fig. 23).
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Figura 23. Temperatura y humedad registradas en el &rea de fructificacion de las unidades de
produccion (UP) de Volvariella bombycina.
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8.2 Caracterizacion de los hongos

En la figura 24 se muestra la produccion de basidiocarpos de las cepas en estudio en
diferentes sustratos sélidos suplementados en la primera cosecha, en donde la cepa
CP-675 de V. bombycina cultivada en PHE obtuvo una mayor produccion en biomasa
fresca con 67 g, en comparacion con los demas sustratos utilizados en la realizacion
de este proyecto, la cepa CP-733 de V. bombycina cultivada en aserrin de Bursera en
testigo (AB) se cosecharon 63 g en biomasa fresca y en aserrin de encino testigo (AE)
de 53.67 g, por el contrario, hubo una menor produccion en la CP-733 en el tratamiento
PHE+ AAS 100 puM con una produccién de 9.86 g, la mas baja produccion que

cualquier otro sustrato.
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Figura 24. Biomasa fresca (g) producida en la primera cosecha de las cepas CP-675y CP-
733 de Volvariella bombycina cultivadas en sustratos sélidos suplementados con
acido acetilsalicilico (AAS) 100 pM y 10 mM (n=3). AAS= Acido acetilsalicilico. A.
Bursera= Aserrin de Bursera. A. Encino= Aserrin de encino. PHE= Paja hidratada
estéril.

Sin embargo, en la segunda cosecha (Fig. 25), la mayor produccién de biomasa
fresca la obtuvo la cepa CP-733 cultivada en aserrin de Bursera en testigo (AB) con
47 g, seguido de aserrin de encino testigo (AE) con 34.75 g y AE+ AAS 10 mM con
23.93 g. Por el contrario, hubo una produccién baja o casi nula de biomasa fresca para
la cepa CP-675 cultivada en aserrin de encino en testigo (AE) y en AE+ AAS 100 pM

con una produccion de 18.70 g y 21.24 g, respectivamente.
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Figura 25. Biomasa fresca (g) producida en la segunda cosecha de las cepas CP-675y CP-

733 de Volvariella bombycina cultivadas en sustratos sélidos suplementados con
acido acetilsalicilico (ASS) 100 uM y 10 mM (n=3). AAS= Acido acetilsalicilico. A.
Bursera= Aserrin de Bursera. A. Encino= Aserrin de encino. PHE= Paja hidratada

estéril.

El total de la biomasa producida por las dos cepas en estudio en los diferentes

50

sustratos solidos suplementados con acido acetilsalicilico (AAS) se muestra en la
figura 26. La cepa CP-733 cultivada en aserrin de Bursera en testigo (AB) produjo 110
g, seguido de aserrin de encino en testigo (AE) con 88.42 g y AE+ AAS 10 mM con
63.57 g, por el contrario, la produccién mas baja fue en PHE+ AAS 100 uM con 9.86
g. Sin embargo, la produccion de biomasa fresca total para la cepa CP-675 en paja
hidratada estéril en testigo (PHE) fue la méas alta con 67 g, seguidos del tratamiento
aserrin de encino en testigo (AE) con 60.76 g, el tratamiento AE+ AAS 100 uM hubo
una produccion de 55.17g y en AE+ AAS 10 mM produjo 52.85 g en biomasa fresca.
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Figura 26. Biomasa fresca total (g) producida en la primera y segunda cosecha de las cepas
CP-675 y CP-733 de Volvariella bombycina cultivadas en sustratos sélidos
suplementados con &cido acetilsalicilico (AAS) 100 uMy 10 mM (n=3). AAS= Acido
acetilsalicilico. A. Bursera= Aserrin de Bursera. A. Encino= Aserrin de encino.
PHE= Paja hidratada estéril.

La caracterizacion de basidiocarpos frescos de las cepas CP-675 y CP-733 de
V. bombycina se compararon con otros hongos funcionales y medicinales como
Ganoderma lucidum (CP-145) y Lentinula edodes (CP-580). La temperatura promedio
gue obtuvieron los basidiocarpos de los tres géneros fue de 23.76 °C. La temperatura
mayor se presentd en el género Volvariella con la cepa CP-675 cultivada en el
tratamiento AE+ AAS 100 UM con 24.54 °C, mientras que la menor temperatura se
registro en la misma cepa en testigo con 23.42 °C (Fig. 27).

25.0
24.5

24.0 \: ¥
23.5
23.0
22.5
22.0
21.5
21.0
20.5
20.0

Temperatura (°C)

U)o e e e e e v o e oo ]

Testigo AAS 100 uM AAé 7107 mM Testigo Testigo mM Testigo AA
CP-675 CP-733 CP-145 CP-580
BTemperatura 23.42 24.54 23.44 23.46 23.50 23.90 24.00 23.82

>
>

Figura 27. Temperatura de los basidiocarpos de las cepas CP-675 y CP-733 de Volvariella
bombycina, CP-580 de Lentinula edodes y CP-145 de Ganoderma lucidum
cultivadas en aserrin de encino suplementado con acido acetilsalicilico (AAS) 100
UMy 10 mM (n=5). AAS= Acido acetilsalicilico.
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En el caso del pH, el género Volvariella obtuvo los valores mas altos en
comparacion con los dos géneros restantes, para la cepa CP-675 se obtuvo un
promedio de 7.71 en los tres tratamientos (testigo, AAS 100uM y AAS 10 mM), para la
cepa CP- 733 se registré un pH de 7.43, inferior a la cepa CP-675. Para Ganoderma,
con la cepa CP-145 se registré un pH promedio de 6.49 en dos tratamientos (testigo y
AAS 10 mM), para Lentinula (CP-580) se registrd6 un pH promedio de 6.49 en dos
tratamientos (testigo y AAS 10 mM), igual al del género de Ganoderma (Fig. 28).
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Figura 28. pH de los basidiocarpos de las cepas CP-675 y CP-733 de Volvariella bombycina,
CP-580 de Lentinula edodes y CP-145 de Ganoderma lucidum cultivadas en
aserrin de encino suplementado con acido acetilsalicilico (AAS) 100 uMy 10 mM
(n=5). AAS= Acido acetilsalicilico.

El mayor contenido de humedad en los basidiocarpos se presento tanto en la
cepa CP-675 y CP-733 con una humedad promedio de 89.90% y 90.03%
respectivamente, el segundo género fue Lentinula, que presenté una humedad
promedio de 88.42% en sus dos tratamientos (testigo y AAS 10 mM), en el caso de

Ganoderma en sus dos tratamientos (testigo y AAS 10 mM) se registré una humedad

promedio de 17.02%, la humedad mas baja de los tres géneros (Fig. 29).
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Figura 29. Humedad (%) de los basidiocarpos de las cepas CP-675 y CP-733 de V.
bombycina, CP-580 de Lentinula edodes y CP-145 de Ganoderma lucidum
cultivadas en aserrin de encino suplementado con acido acetilsalicilico (AAS) 100
UMy 10 mM (n=5). AAS= Acido acetilsalicilico.

El mayor contenido de peso seco en 100 g de muestra himeda en los
basidiocarpos se presentd en el género Ganoderma (CP-145), con 82.98 g de peso
seco en 100 g de muestra hiumeda en sus dos tratamientos (testigo y AAS 10 mM), el
segundo género que presenté mas cantidad de peso seco en promedio fue Lentinula,
con 11.59 g en sus dos tratamientos (testigo y AAS 10 mM), en el caso de Volvariella
la cepa CP-675 en sus tres tratamientos (testigo, AAS 100 uM y AAS 10 mM) obtuvo
un promedio de 10.11 g en peso seco, mientras que la cepa CP-733 en el tratamiento
AE (testigo) se registr6 9.97 g (Fig. 30).
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Figura 30. Peso seco en 100 g de muestra humeda de los basidiocarpos de las cepas CP-675
y CP-733 de Volvariella bombycina, CP-580 de Lentinula edodes y CP-145 de
Ganoderma lucidum cultivadas en aserrin de encino suplementado con &cido
acetilsalicilico (AAS) 100 uM y 10 mM (n=5). AAS= Acido acetilsalicilico.

En el anexo se observan las graficas de la conductividad de los basidiocarpos

de los géneros de Volvariella, Ganoderma y Lentinula (Fig. 136-141). En el cuadro 6

se presenta de forma resumida la caracterizacion de los basidiocarpos de tres géneros

de hongos (Volvariella, Ganoderma y Lentinula) con propiedades funcionales y

medicinales.

Cuadro 6. Caracterizacion de los basidiocarpos frescos de los géneros de Volvariella (CP-
675y CP-733), Ganoderma (CP-145) y Lentinula (CP-580) cultivados en aserrin
de encino y suplementado con &cido acetilsalicilico (AAS) 100 uM y 10 mM.

Peso
Cepa Tratamiento Temperatura H Humedad seco/100 g Resistividad Conductividad
P C) p (%) de peso Q) (uS/cm)
himedo

CP-675 Testigo 23.42:0.04  7.67#0.02 89.67+1.11  10.33:x1.11  688.33+117.8  903.73%146.47
CP-675 AAS100puM  24.54+0.05  7.84+0.02  91.06:0.27  8.94%¥0.27  1794+188.18  336.17+33.74
cP-675  AAS10mM  23.44+0.11  7.64+0.04  88.95:0.49  11.05£0.49 445+39.84  1379.27+128.12
cP733  Testigo 23465009  7.43:008  90.03:0.46  9.97:0.46 O 0T’ 2.140.72
cP145  Testigo 235:0.17  652:003 1342051  B6.6:051 100050552 0.33+0.06
CP-145  AAS 10 mM 23.9+0.16  6.45:0.06  20.64+1.97  79.36+1.97 290;23'82143 2.13+2.13
CP-580 Testigo 2430 6.58+0.02  89.75:0.69  10.25:0.69  454.4+12592  1431.06+460.5
CP580  AASIOMM  23.82:023  6.39:0.11  87.08:0.27  12.92¢0.27 2010621585 o5g 6gr117.31

37

AAS=Acido acetilsalicilico.
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8.3 Eficiencia bioldgica (EB)

Una vez cosechados los basidiocarpos de la cepa CP-675 de V. bombycina, se calculd
la eficiencia biolégica (EB) acumulada de la primera cosecha en los tratamientos a los
gue fue sometido. Se encontrd que para el sustrato de paja hidratada estéril en testigo
(PHE) se obtuvo una eficiencia del 19.46%, siendo la mayor durante el ciclo de cultivo,
seguido del tratamiento con AE+ AAS 100 mM con un 11.23%, en aserrin de encino
en testigo (AE) fue de 8.31%, y en el tratamiento AE+ AAS 10 mM un 6.31%, por lo
tanto, existe un 32% mas de eficiencia bioldgica en PHE que en AE+ AAS 10 mM (Fig.
31).
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Figura 31. Eficiencia bioldgica (%) acumulada de la cepa CP-675 de Volvariella bombycina
cultivada en diferentes sustratos sélidos suplementados con acido acetilsalicilico
(AAS) 100 uM y 10 mM (n=3). AAS= Acido acetilsalicilico. A. Encino= Aserrin de
encino. PHE= Paja hidratada estéril.

La eficiencia biologica (EB %) acumulada para la cepa CP-733 de V. bombycina
en la primera cosecha se muestra en la figura 32, se obtuvo una EB en AB de 4.78%,
mientras que para AE se obtuvo una eficiencia del 8.84% teniendo la mayor eficiencia
biolégica durante el ciclo de cultivo, siguiendo con el tratamiento AE+ AAS 100 mM
donde se obtuvo un 6.51% y en el tratamiento AE+ AAS 100 uM fue de 6.51%, la
menor eficiencia bioldgica se presenté en PHE+ AAS 100 puM con apenas un 0.48%,
por lo tanto, existe un 5.42% mas de EB en AE que en PHE + AAS 100 pM.
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Figura 32. Eficiencia bioldgica (%) acumulada de la cepa CP-733 de Volvariella bombycina
cultivada en diferentes sustratos solidos suplementados con acido acetilsalicilico
(AAS) 100 uM y 10 mM (n=3). AAS= Acido acetilsalicilico. A. Bursera= Aserrin de
Bursera. A. Encino= Aserrin de encino. PHE= Paja hidratada estéril.

8.4 indice de degradacion (ID)

La féormula para calcular el indice de degradacion (ID) fue la siguiente:

ID (%)= PSI-PSE
2o X100

En donde el ID es el resultado de restar el peso seco inicial de la unidad de produccion
(PSI) menos el peso seco final de la unidad de produccién (PSF) entre el peso seco
inicial de la unidad de producciéon (PSI) multiplicado por 100 (Nyochembeng et al.,
2008). En el cuadro 7 se muestran el indice de degradaciéon de las cepas CP-675 y
CP-733 de V. bombycina cultivadas en diferentes sustratos sélidos suplementados con
AAS, para la cepa CP-675 cultivada AE+ AAS 100 uM se obtuvo el mayor ID el cual
fue de 11.14+0.17%, el segundo ID fue de 10.17% en AE+ AAS 10 mM, el tercer ID se
obtuvo en aserrin de encino en testigo (AE) con 9.77+0.28%, finalmente el menor ID
se obtuvo en cultivar ésta cepa en paja hidratada estéril testigo (PHE) con apenas

7.81% por lo cual existe un 80% mas de ID en AE que en PHE. En el caso de la cepa
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CP-733 cultivada en AE se obtuvo el mayor ID con 10.37+£1.47%, seguido por el
tratamiento AE+ AAS 10 mM con apenas 2.24+0.59%, no se obtuvieron datos en los
demas tratamientos, debido a la poca o nula produccion. En el anexo (Fig. 142-146)
se incluyen las figuras del ID de las dos cepas en estudio cultivadas en diferentes

sustratos solidos suplementados con &acido acetilsalicilico (AAS) 100 uM y 10 mM.

Cuadro 7. indice de Degradacion (ID) obtenido después de cultivar las cepas CP-675 y CP-
733 de Volvariella bombycina en diferentes sustratos solidos suplementados con

acido acetilsalicilico (AAS) 100 uM y 10 mM.

Cepa Sustrato Tratamiento ID (%)
Testigo 9.77+0.28
Aserrin de encino
CP-675 AAS 100 pM 11.14+0.17
AAS 10 mM 10.17+0
Paja hidratada estéril Testigo 7.81+0
Testigo 10.37+1.47
Aserrin de encino
CP-733 AAS 100 uM S/ID
AAS 10 mM 2.24+0.59
Paja hidratada estéril AAS 100 uM S/D

AAS= Acido acetilsalicilico. S/D= Sin Datos.

8.5 Caracterizacion de los macerados y extractos preliminares

En la figura 33 se muestran los macerados a las 24 h de la cepa CP-675 de V.
bombycina en condicion de agitacion y reposo, cultivada en PHE y suplementada con
acido acetilsalicilico (AAS) 100 uM y 10 mM. Se encontré una similitud en los valores
de testigo en condicion de agitacion de 17.65 mg/mL, con el tratamiento PHE+ AAS
100 pM en reposo con 17.70 mg/mL, en el caso del tratamiento PHE+ AAS 10 mM los
rendimientos, tanto en condicion de agitacion o reposo, se obtuvieron 14.30 mg/mL y
14.35 mg/mL, respectivamente.
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Figura 33. Rendimiento de los macerados a las 24 h en agitacién y reposo de la cepa CP-675
de Volvariella bombycina cultivada en paja hidratada estéril (PHE) suplementada
con é&cido acetilsalicilico (AAS) 100 uM y 10 mM (n=4). AAS= Acido acetisalicilico.
PHE= Paja hidratada estéril.

La conductividad de los macerados de los basidiocarpos de la CP-675 cultivada
en PHE, suplementada con AAS en dos concentraciones 100 pM y 10 mM a las 24 h
en condiciones de agitacion y reposo se muestran en la figura 34, en el tratamiento
testigo en condicion de agitacion, se registré una conductividad de 10,656.80 uS/cm
la méas alta de los tres tratamientos, mientras que en reposo se obtuvo un valor de
7,428.05 uS/cm, para el tratamiento PHE+ AAS 100 pM en condicién de agitacion se
obtuvo una conductividad de 9,322.60 uS/cm, mientras que en la condicién en reposo
se registré una conductividad de 9,131.38 uS/cm, habiendo una diferencia de tan solo
191.22 pS/cm entre las dos condiciones, la conductividad méas baja registrada en los
tres tratamientos se obtuvo en PHE+ AAS 10 mM, ya que en agitacién se registraron
3,156.73 uS/cm, mientras que en reposo 4,633.37 uS/cm.
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Figura 34. Conductividad de los macerados a las 24 h en agitacion y reposo de la cepa CP-
675 de Volvariella bombycina cultivada en paja hidratada estéril (PHE),
suplementada con &cido acetilsalicilico (AAS) 100 uM y 10 mM (n=4). AAS= Acido
acetisalicilico. PHE= Paja hidratada estéril.

La mayor resistividad se obtuvo en el tratamiento PHE+ AAS 10 mM en
condicion de agitacion con un valor de 206.00 Q, mientras que en reposo registré una
resistividad de 125.25 Q (Fig. 35).
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Figura 35. Resistividad de los macerados a las 24 h en agitacién y reposo de la cepa CP-675
de Volvariella bombycina cultivada en paja hidratada estéril (PHE) suplementada
con é&cido acetilsalicilico (AAS) 100 pM y 10 mM (n=4). AAS= Acido acetisalicilico.
PHE= Paja hidratada estéril.
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En el caso de pH (Fig. 36), los tres tratamientos, tanto en sus dos condiciones
de agitacion y una de reposo, los valores oscilaron en 7.
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Figura 36. pH de los macerados a las 24 h en agitacion y reposo de la cepa CP-675 de
Volvariella bombycina cultivada en paja hidratada estéril (PHE) suplementada con
acido acetilsalicilico (AAS) 100 pM y 10 mM (n=4). AAS= Acido acetisalicilico.
PHE= Paja hidratada estéril.

Las temperaturas de los macerados a las 24 h se muestran en la figura 37, se
observo que en los tres tratamientos la temperatura oscilo entre los 21 °C, sin embargo,
en el tratamiento PHE+ AAS 10 mM, en la condicién de agitacion se obtuvo el mayor
registro con una temperatura de 21.65 °C, mientras que en reposo hubo una
temperatura de 21.43 °C, existiendo una diferencia de 0.22 °C, entre una condicion y

la otra.
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Figura 37. Temperatura de los macerados a las 24 h en agitacion y reposo de la cepa CP-675
de Volvariella bombycina cultivada en paja hidratada estéril (PHE) suplementada
con acido acetilsalicilico (AAS) 100 uM y 10 mM (n=4). AAS= Acido acetisalicilico.
PHE= Paja hidratada estéril.

Los grados Brix de los macerados a las 24 h se muestran en la figura 38, Se
observé que en PHE se obtuvieron14.43% de grados Brix en condicion de agitacion y
14.08% en condicién de reposo, en PHE+ AAS 100 uM obtuvo una concentracion de
14.30% de grados Brix en condicion de agitacién, mientras que en reposo 14.60%, en
el tratamiento PHE+ AAS 10 mM en condicion de agitacion se registrd 14.30% de

grados Brix, mientras que en condicién en reposo 13.63%.
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Figura 38. Grados Brix de los macerados a las 24 h en agitacion y reposo de la cepa CP-675
de Volvariella bombycina cultivada en paja hidratada estéril (PHE) suplementada
con é&cido acetilsalicilico (AAS) 100 pM y 10 mM (n=4). AAS= Acido acetisalicilico.
PHE= Paja hidratada estéril.
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Macerados de los basidiocarpos de la cepa CP-675 de V. bombycina a las 24, 48
y 72 h cultivados en paja hidratada estéril (PHE) suplementada con acido
acetilsalicilico (AAS) 100 uMy 10 mM

Los rendimientos de los macerados a las 24, 48 y 72 h en condiciones de agitacion y
reposo se muestran en la figura 39, en donde se registraron los rendimientos mas altos
en PHE+AAS 10 mM en la condicion agitacion a las 72 h con 33.25 mg/mL, seguido
de la condicion en reposo a las 48 h con un rendimiento de 31.90 mg/mL, el tercer
rendimiento se obtuvo en el tratamiento PHE+ AAS 100 pM en condicion de agitacion
alas 72 h con 30.25 mg/mL, después el tratamiento PHE en reposo a las 72 h con un
rendimiento de 28.70 mg/mL.
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Figura 39. Rendimiento de los macerados a las 24, 48 y 72 h en agitacion y reposo de la cepa
CP-675 de Volvariella bombycina cultivada en paja hidratada estéril (PHE)
suplementada con acido acetilsalicilico (AAS) 100 pM y 10 mM (n=4). AAS= Acido
acetilsalicilico. Agt= Agitacion. PHE=Paja hidratada estéril. Rep= Reposo.

La conductividad de los macerados a las 24, 48 y 72 h en condicion de agitacion
y reposo se muestran en la figura 40, en donde el tratamiento de PHE+AAS 10 mM a
las 48 h en reposo registro 1,728 uS/cm, siguiendo del mismo tratamiento a la 72 h en
agitacién con 1,715 uS/cm, por lo tanto, se puede concluir que conforme pasa el tiempo

de maceracién mayor es la conductividad en los tres tratamientos estudiados.
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Figura 40. Conductividad de los macerados a las 24, 48 y 72 h en agitacion y reposo de la
cepa CP-675 de Volvariella bombycina cultivada en paja hidratada estéril (PHE)
suplementada con acido acetilsalicilico (AAS) 100 pM y 10 mM (n=4). AAS= Acido
acetilsalicilico. Agt= Agitacion. PHE=Paja hidratada estéril. Rep= Reposo.

Los resultados de resistividad de los macerados preliminares en diferentes
condiciones y tiempos de maceracion se muestran en la figura 41, el tratamiento que
presentd mayor resistividad en los diferentes tiempos de maceracion y en condiciones
de agitacion y reposo fue en testigo con 73.25 Q en condicion de agitacion y 65.00 Q
en reposo a las 24 h, seguido del segundo tratamiento PHE+ AAS 100 uM, con 65.00
Q en agitacion y 55.75 Q en reposo a las 24 h, por dltimo, el tercer tratamiento PHE+
AAS 10 mM con 56.75 en condicién de agitacién y 58.50 en reposo a las 24 h, por lo
tanto, conforme mayor es el tiempo de maceracion, menor es la resistividad en los tres

tratamientos.
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Figura 41. Resistividad de los macerados a las 24, 48y 72 h en agitacion y reposo de la cepa
CP-675 de Volvariella bombycina cultivada en paja hidratada estéril (PHE)
suplementada con &cido acetilsalicilico (AAS) 100 uM y 10 mM (n=4). AAS= Acido
acetilsalicilico. Agt= Agitacion. PHE=Paja hidratada estéril. Rep= Reposo.

Los resultados de pH para los macerados a la 24, 48 y 72 h en condiciones de

agitacion y reposo, en los tres tratamientos y en las dos condiciones en que se

sometieron los macerados se muestran en la figura 42. El pH oscil6 alrededor de 7, sin

embargo, en el tercer tratamiento PHE+ AAS 10 mM present6 7.97 en condiciéon de

agitaciéon a las 72 h de maceracion.
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Figura 42. pH de los macerados a las 24, 48 y 72 h en agitacién y reposo de la cepa CP-675
de Volvariella bombycina cultivada en paja hidratada estéril (PHE) suplementada
con &cido acetilsalicilico (AAS) 100 uM y 10 mM (n=4). AAS= Acido acetilsalicilico.

Agt= Agitacion. PHE=Paja hidratada estéril. Rep= Reposo.
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En la figura 43 se muestran los resultados de las temperaturas de los
macerados de los tres tratamientos a las 24, 48 y 72 h, en condiciones de agitacion y
reposo, 24.15 °Cy 23.63 °C respectivamente, se observo que en los tres tratamientos
las temperaturas altas se registraron a las 24 h tanto en agitacion y reposo, a las 48 h
la temperatura disminuy6 entre los 21.5y 22.0 °C, a las 72 h aumenté la temperatura
entre los 21.5y 23 °C, este comportamiento se registro en los tres tratamientos.
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Figura 43. Temperatura de los macerados a las 24, 48 y 72 h en agitacién y reposo de la cepa
CP-675 de Volvariella bombycina cultivada en paja hidratada estéril (PHE)
suplementada con acido acetilsalicilico (AAS) 100 pM y 10 mM (n=4). AAS= Acido
acetilsalicilico. Agt= Agitacion. PHE=Paja hidratada estéril. Rep= Reposo.

Los resultados de los macerados referentes a los grados Brix de los tres
tratamientos se muestran en la figura 44. Se puede observar que presentaron el mismo
comportamiento, conforme pasé el tiempo de maceracién, la cantidad de grados Brix
fue mayor sin importar las condiciones de agitacion o reposo, los valores de grados
Brix oscilaron entre 13.98% y 15.76%.
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Figura 44. Grados Brix de los macerados a las 24, 48 y 72 h en agitacion y reposo de la cepa
CP-675 de Volvariella bombycina cultivada en paja hidratada estéril (PHE)
suplementada con acido acetilsalicilico (AAS) 100 pM y 10 mM (n=4). AAS= Acido
acetilsalicilico. Agt= Agitacion. PHE=Paja hidratada estéril. Rep= Reposo.

Rendimiento de los macerados preliminares a las 24, 48y 72 h en condicién de

agitacién y reposo

A continuacion, se presentan los resultados de los macerados preliminares para el
testigo, comparados con el control (cepa CP-675/10 g de hongo seco/150 mL de
solvente hidroalcohdlico al 32%/reposo/24h), donde se observé que a las 24, 48y 72

h el rendimiento fue mayor en reposo que en agitacion (Fig. 45).
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Figura 45. Rendimiento de los macerados de los basidiocarpos de la cepa CP-675 de
Volvariella bombycina cultivada en paja hidratada estéril (PHE) a las 24, 48y 72 h
en condiciones de agitacion y reposo (n=4). Agt= Agitacion. Ctrl (Control)= CP-
675/10 g de hongo seco/150 mL solucién hidroalcohdlica al 32%/24 h/oscuridad.
PHE= Paja hidratada estéril. Rep= Reposo.
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El rendimiento del tratamiento PHE+ AAS 100 uM se muestra en la figura 46.
Se observo que a las 24 h de maceracién el mayor rendimiento fue en la condicion en
reposo con 18.25 mg/mL, mientras que en agitacion se obtuvo un rendimiento de 15.45
mg/mL, a las 48 h de maceracion el mayor rendimiento se registré en la condicidén en
agitacion con 25.80 mg/mL, mientras que en la condicién en reposo se obtuvo 23.40
mg/mL de rendimiento, el rendimiento de los macerados a las 72 h fue de 30.25 mg/mL,
mientras que en la condicion en reposo se obtuvo un rendimiento de 27.00 mg/mL, a

mayor tiempo de maceracion, mayor es el rendimiento.
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Figura 46. Rendimiento de los macerados de los basidiocarpos de la cepa CP-675 de
Volvariella bombycina cultivada en paja hidratada estéril (PHE) suplementada con
acido acetilsalicilico (AAS) 100 uM, a las 24, 48 'y 72 h en condiciones de agitacion
y reposo (n=4). AAS= Acido acetilsalicilico. Agt= Agitacién. Ctrl (Control)= CP-
675/10 g de hongo seco/150 mL solucion hidroalcohdlica al 32%/24 h/oscuridad.
PHE= Paja hidratada estéril. Rep= Reposo.

En la figura 47 se muestran los rendimientos para el tratamiento PHE+ AAS 10
mM, donde se observa que conforme transcurre el tiempo de maceracion, mayor
fueron los rendimientos obtenidos comparados con el control, el rendimiento obtenido
a las 24h en la condicién en reposo fue de 18.10 mg/mL, mientras que en la condicién
en reposo se obtuvo un rendimiento de 16.70 mg/mL, a las 48h el mayor rendimiento
se registré en la condicion en reposo con31.90 mg/mL, mientras que en agitacion se

obtuvo un rendimiento de 27.05 mg/mL, a las 72 h de maceracion el rendimiento en la
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condicion en agitacion fue de 33.25 mg/mL, mientras que en reposo fue de 19.10
mg/mL, por lo tanto, en este tratamiento se observo que conforme transcurre el tiempo

de maceracion el rendimiento aumenta.
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Figura 47. Rendimiento de los macerados de los basidiocarpos de la cepa CP-675 de
Volvariella bombycina cultivada en paja hidratada estéril (PHE) suplementada con
acido acetilsalicilico (AAS) 10 mM, a las 24, 48 'y 72 h en condiciones de agitacion
y reposo (n=4). AAS= Acido acetilsalicilico. Agt= Agitacién. Ctrl (Control)= CP-
675/10 g de hongo seco/150 mL solucion hidroalcohdlica al 32%/24 h/oscuridad.
PHE= Paja hidratada estéril. Rep= Reposo.

El rendimiento de los macerados en los tres tratamientos (testigo, AAS 100 pM

y AAS 10 mM) en condicion de agitacion, comparados con sus controles de cada

tratamiento se muestran en la figura 48, los mayores rendimientos se obtuvieron en el

tratamiento PHE+ AAS 10 mM, en maceracion a las 24 h se obtuvo 18.10 mg/mL, a

las 48 h fue de 27.05 mg/mL y a las 72 h de 33.25 mg/mL.
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Figura 48. Rendimiento de los macerados de los basidiocarpos de la cepa CP-675 de
Volvariella bombycina cultivada en paja hidratada estéril (PHE), suplementada con
acido acetilsalicilico (AAS) 100 uM y 10 mM a las 24, 48 y 72 h en condicién de
agitacion (n=4). AAS= Acido acetilsalicilico. Ctrl (Control)= CP-675/10 g de hongo
seco/150 mL solucién hidroalcohdlica al 32%/24 h/oscuridad. PHE= Paja hidratada

estéril.

Los rendimientos de los macerados en los tres tratamientos (testigo, AAS 100

UMy AAS 10 mM) en condicion de reposo con sus respectivos controles se muestran

en la figura 49, en donde el tratamiento testigo registré los mayores rendimientos

comparados con las demas condiciones, a las 24 h de maceracion se obtuvo un

rendimiento de 16.65 mg/mL, a las 48 h un rendimiento de 23.85 mg/mL y alas 72 h

de 28.70 mg/mL.
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Figura 49. Rendimiento de los macerados de los basidiocarpos de la cepa CP-675 de
Volvariella bombycina cultivada en paja hidratada estéril (PHE), suplementada con
acido acetilsalicilico (AAS) 100 uM y 10 mM a las 24, 48 y 72 h en condicion de
reposo (n=4). AAS= Acido acetilsalicilico. Ctrl (Control)= CP-675/10 g de hongo
seco/150 mL solucion hidroalcohdlica al 32%/24 h/oscuridad. PHE= Paja hidratada

estéril.
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El rendimiento obtenido por densidad optica (D.O.) de los macerados en
diferentes tiempos y extracto final de los basidiocarpos de la cepa CP-675 de V.
bombycina en paja hidratada estéril (PHE) en los tres tratamientos (testigo, AAS 100
UM y AAS 10 mM) en condicion de agitacibn se muestran en la figura 50. Se
observaron picos en el espectro entre 220-280 nm tanto para los macerados como
para el extracto final, el macerado a las 72 h y el extracto a las 72 h presentan los picos

mas densos en comparacion con los macerados a las 24 y 48 h.
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Figura 50. Espectro de absorcién del barrido de los macerados de la cepa CP-675 de
Volvariella bombycina (testigo) a las 24, 48, 72 h y el extracto de las 72 h de
maceracion en condiciones de agitacion.

Los espectros de absorcion del barrido de los macerados de la CP-675 cultivada
en PHE en testigo a las 24, 48y 72 h y extracto de las 72 h de maceracion en condicién
de reposo, se muestran en la figura 51. Los picos de absorcién se ubicaron en el
espectro entre 240-280 nm, el macerado y el extracto a las 72 h presentaron una mayor
concentracion, y el segundo entre los 60-90 nm correspondiente al extracto del

macerado de las 72 h.
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Figura 51. Macerados de los basidiocarpos de la cepa CP-675 de Volvariella bombycina
(testigo) a las 24, 48, 72 h y el extracto de las 72 h de maceracion, en condiciones
de reposo.

Los espectros de absorciéon de los macerados del tratamiento PHE+ AAS 100
UM a las 24, 48 y 72 h, asi como el extracto de las 72 h de maceracion en condicion
de agitacién, se ubicaron entre 210-290 nm, las muestras de los macerados a las 48 y
72 h y el extracto de las 72 h de maceracién presentaron mayor concentracion (Fig.
52).
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Figura 52. Macerados de los basidiocarpos de la cepa CP-675 de Volvariella bombycina (AAS
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En la figura 53 se presenta la densidad 6ptica de los macerados del tratamiento
PHE+ AAS 100 uM a las 24, 48 y 72 h, asi como el extracto de las 72 h de maceracion.
Las mayores definiciones quedaron entre 200-270 nm, donde el macerado y el extracto

de las 72 h de maceracion presentaron mayor concentracion.
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Figura 53. Macerados de los basidiocarpos de la cepa CP-675 de Volvariella bombycina (AAS
100 uM) a las 24, 48, 72 h y extracto a las 72 h en condiciones de reposo.

La densidad optica de los macerados del tratamiento PHE+ AAS 10 mM a las
24,48y 72 hy el extracto de las 72 h de maceracién se presentan en la figura 54. Los
picos de absorcién fueron a una longitud de onda de 230-340 nm, siento las muestras
del macerado y el extracto de las 72 h de maceracién los que presentaron una mayor

concentracion en ese rango.
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Figura 54. Macerados de los basidiocarpos de la cepa CP-675 de Volvariella bombycina (AAS
10 mM) a las 24, 48, 72 h y extracto a las 72 h en condiciones de agitacion.

La densidad 6ptica de los macerados en sus diferentes tiempos de maceracion,
asi como el extracto a las 72 h se muestran en la figura 55, se observaron picos de
absorcion entre 220-300 nm donde la muestra del macerado a las 72 h se encontré a

mayor concentracion.
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En la figura 56 se muestra la densidad éptica de los macerados utilizados como
controles en los diferentes tratamientos, en condiciones de agitacion y reposo, se
mostro un pico entre 220-300 nm, donde los macerados de los tratamientos PHE+ AAS

10 mM en condicion de agitacion y de reposo presentaron mayor concentracion.
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Figura 56. Macerados a las 24 h (controles) de los basidiocarpos de la cepa CP-675 de
Volvariella bombycina cultivada en paja hidratada estéril en diferentes
tratamientos, en condiciones de agitacion y reposo. AAS= Acido acetilsalicilico.

Funcionalidad de los extractos

Caracterizacion de extractos preliminares a las 24 h utilizados como estandares
la cepa CP-675 de V. bombycina cultivada en paja hidratada estéril (PHE)
suplementada con acido acetilsalicilico (AAS) 100 uMy 10 mM

Se muestran los rendimientos de los extractos a las 24 h en los tres tratamientos, el
mayor rendimiento registrado fue para el tratamiento PHE con un valor de 168.69
mg/mL, seguido del tratamiento PHE+ AAS 100 uM con un rendimiento de 136.90
mg/mL, y finalmente el tercer tratamiento PHE+ AAS 10 mM, obtuvo un rendimiento
de 125.20 mg/mL, siendo el rendimiento mas bajo comparado con los otros

tratamientos (Fig. 57).
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Figura 57. Rendimiento de los extractos a las 24 h en reposo de la cepa CP-675 de Volvariella
bombycina cultivada en paja hidratada estéril (PHE), suplementada con &cido
acetilsalicilico (AAS) 100 pM y 10 mM (n=5). AAS= Acido acetilsalicilico. PHE=
Paja hidratada estéril.

La conductividad de los extractos a las 24 h en los tres tratamientos se muestra
en la figura 58. El tratamiento PHE+ AAS 100 pM tuvo una conductividad de 106,874
puS/cm, seguido del tratamiento PHE+ AAS 10 mM con una conductividad de 102,096

uS/cm, el menor valor se registro en el tratamiento PHE con 96,489.9 uS/cm.
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Figura 58. Conductividad de los extractos a las 24 h en reposo de la cepa CP-675 de
Volvariella bombycina cultivada en paja hidratada estéril (PHE), suplementada con
acido acetilsalicilico (AAS) 100 pM y 10 mM (n=5). AAS= Acido acetilsalicilico.
PHE= Paja hidratada estéril.
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La resistividad de los extractos a las 24 h se muestra en la figura 59, en donde

el menor valor lo obtuvo el tratamiento PHE+ AAS 100 uM con 5 Q, mientras que PHE
y PHE+ AAS 10 mM obtuvieron una resistividad de 6 Q.
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Figura 59. Resistividad de los extractos a las 24 h en reposo de la cepa CP-675 de Volvariella
bombycina cultivada en paja hidratada estéril (PHE), suplementada con &cido
acetilsalicilico (AAS) 100 uM y 10 mM (n=5). AAS= Acido acetilsalicilico. PHE=
Paja hidratada estéril.

En el caso del pH (Fig. 60), los tres tratamientos oscilaron entre 7-8, el mayor

pH se registré en PHE con un valor de 7.75, mientras que en PHE+ AAS 100 uM y en

PHE+ AAS 10 mM registraron un pH de 7.69 y 7.68, respectivamente.
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Figura 60. pH de los extractos a las 24 h en reposo de la cepa CP-675 de Volvariella
bombycina cultivada en paja hidratada estéril (PHE), suplementada con &cido
acetilsalicilico (AAS) 100 pM y 10 mM (n=5). AAS= Acido acetilsalicilico. PHE=
Paja hidratada estéril.
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La temperatura de los extractos a las 24 h en reposo se expone en la figura 61.
El tratamiento PHE+ AAS 100 pM obtuvo una temperatura de 27 °C, mientras que PHE
registrd una temperatura de 26.7 °C, en PHE+ AAS 10 mM una temperatura de 26.5
°C.
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Figura 61. Temperatura de los extractos a las 24 h en reposo de la cepa CP-675 de Volvariella
bombycina cultivada en paja hidratada estéril (PHE), suplementada con &cido
acetilsalicilico (AAS) 100 uM y 10 mM (n=5). AAS= Acido acetilsalicilico. PHE=
Paja hidratada estéril.

En la figura 62 se muestran los resultados con respecto a los grados Brix de los
extractos a las 24 h, en PHE obtuvo un 22.5%, PHE+ AAS 100 uM registré 21.4% de
grados Brix, mientras que en PHE+ AAS 10 mM de 26.5%.
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Figura 62. Grados Brix de los extractos a las 24 h en reposo de la cepa CP-675 de Volvariella
bombycina cultivada en paja hidratada estéril (PHE), suplementada con &cido
acetilsalicilico (AAS) 100 pM y 10 mM (n=5). AAS= Acido acetilsalicilico. PHE=
Paja hidratada estéril.
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Se presentan los resultados de los rendimientos de los extractos a las 72 h en
los tres tratamientos comparados con su control, en el primer tratamiento
correspondiente al testigo (PHE) se observé que en la condicion en reposo presentd
mayor rendimiento con 263.33 mg/mL, mientras que en la condicion en agitacion se
obtuvo un rendimiento de 173.63 mg/mL, para PHE+ AAS 100 uM en la condicién en
agitacion presento el mayor rendimiento con 260.93 mg/mL, mientras que en reposo
se registré un rendimiento de 164.87 mg/mL, en PHE+ AAS 10 mM se obtuvo un mayor
rendimiento en la condicion en agitacion con 265.47 mg/mL, mientras que en la

condicién en reposo 232.00 mg/mL (Fig. 63).
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Figura 63. Rendimiento de los extractos a las 72 h en agitacion y reposo de la cepa CP-675
de Volvariella bombycina cultivada en paja hidratada estéril (PHE), suplementada
con &cido acetilsalicilico (AAS) 100 uM y 10 mM (n=5). AAS= Acido acetilsalicilico.
Control= CP-675/10 g de hongo seco/150 mL solucidon hidroalcohdlica al 32%/24
h/oscuridad. PHE= Paja hidratada estéril.

La densidad optica de los extractos a las 72 h se observa en la figura 64, se
registraron picos en el espectro entre 220-300 nm, en donde la muestra de testigo en

reposo se encontré a mayor concentracion.
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Figura 64. Espectro de absorcion del barrido de los extractos a las 72 h de los basidiocarpos
de la cepa CP-675 de Volvariella bombycina cultivada en paja hidratada estéril en
diferentes tratamientos en condiciones de agitacion y reposo. AAS= Acido
acetilsalicilico.

La densidad Optica de los extractos a las 24 h de los controles se puede
observar en la figura 65 en donde las muestran presentaron mayor concentracion entre

200-560 nm.
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Figura 65. Extractos a las 24 h (controles) de los basidiocarpos de la cepa CP-675 de
Volvariella bombycina cultivada en paja hidratada estéril (PHE) en diferentes
tratamientos, en condiciones de agitacion y reposo. AAS= Acido acetilsalicilico.
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La conductividad de los extractos a las 72 h se muestra en la figura 66, en donde
los extractos de los tres tratamientos presentaron un comportamiento exponencial en
las condiciones de agitacion y reposo, en PHE en la condicién en agitacion present6
42,093.40 uS/cm, mientras que en la condicion en reposo 51,139.30 uS/cm, PHE+
AAS 100 puM en condiciones de agitacion presenté 56,929.40 uS/cm y en reposo
60,139.50 uS/cm, PHE+ AAS 10 mM en agitacién se obtuvo 64,699.00 uS/cm mientras
que en reposo 72,202.80 uS/cm.
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Figura 66. Conductividad de los extractos a las 72 h en agitacion y reposo de la cepa CP-675
de Volvariella bombycina cultivada en paja hidratada estéril (PHE) suplementada
con &cido acetilsalicilico (AAS) 100 uM y 10 mM (n=5). AAS= Acido acetilsalicilico.
Control= CP-675/10 g de hongo seco/150 mL solucidon hidroalcohdlica al 32%/24
h/oscuridad. PHE= Paja hidratada estéril.

En la figura 67 se muestra la resistividad de los extractos a las 72 h en donde

los valores mas altos se registraron en PHE con 15 Q en condicién de agitacion y 12

Q en reposo, PHE+ AAS 100 pM registro 11 Q en agitacion, mientras que en reposo

se obtuvo 10 Q, PHE+ AAS 10 mM en condicion de agitacion se obtuvo 10 Q, mientras

gue en reposo la resistividad fue de 9 Q.
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Figura 67. Resistividad de los extractos a las 72 h en agitacion y reposo de la cepa CP-675
de Volvariella bombycina cultivada en paja hidratada estéril (PHE) suplementada
con &cido acetilsalicilico (AAS) 100 pM y 10 mM (n=5). AAS= Acido acetilsalicilico.
Control= CP-675/10 g de hongo seco/150 mL solucion hidroalcohdlica al 32%/24
h/oscuridad. PHE= Paja hidratada estéril.

El pH de los extractos a las 72 h en condicidn de agitacion y reposo se muestran
en la figura 68, en donde todas las muestras, incluyendo los controles de cada

tratamiento oscilaron entre 7.
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Figura 68. pH de los extractos a las 72 h en agitacion y reposo de la cepa CP-675 de
Volvariella bombycina cultivada en paja hidratada estéril (PHE), suplementada con
acido acetilsalicilico (AAS) 100 pM y 10 mM (n=5). AAS= Acido acetilsalicilico.
Control= CP-675/10 g de hongo seco/150 mL solucidon hidroalcohdlica al 32%/24
h/oscuridad. PHE= Paja hidratada estéril.
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Las temperaturas registradas de los extractos en los tres tratamientos a las 72
h en condiciones de agitacion y reposo con sus respectivos controles se muestran en
la figura 69, se observo que la temperatura de los tres tratamientos oscilé entre los 21
y 22 °C.
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Figura 69. Temperatura de los extractos a las 72 h en agitacién y reposo de la cepa CP-675
de Volvariella bombycina cultivada en paja hidratada estéril (PHE), suplementada
con &cido acetilsalicilico (AAS) 100 pM y 10 mM (n=5). AAS= Acido acetilsalicilico.
Control= CP-675/10 g de hongo seco/150 mL solucion hidroalcohdlica al 32%/24
h/oscuridad. PHE= Paja hidratada estéril.

Los grados Brix de los extractos a las 72 h en condiciones de agitacion y reposo
se muestran en la figura 70, en PHE se obtuvo el valor mayor en grados Brix en
condicion de reposo con 31.50%, mientras que en agitacion un 23.00%, en PHE+ AAS
100 uM, se registraron 29.80% en agitacion y en reposo 21.70% y en PHE+ AAS 10
mM en condicién de agitacién se obtuvieron 29.20% y en reposo 26.80% en grados

Brix.
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Figura 70. Grados Brix de los extractos a las 72 h en agitacion y reposo de la cepa CP-675 de
Volvariella bombycina cultivada en paja hidratada estéril (PHE), suplementada con
acido acetilsalicilico (AAS) 100 uM y 10 mM (n=5). AAS= Acido acetilsalicilico.
Control= CP-675/10 g de hongo seco/150 mL soluciéon hidroalcohdlica al 32%/24
h/oscuridad. PHE= Paja hidratada estéril.

8.6 Caracterizacion de los macerados y extractos estandarizados

Los resultados de los macerados y extractos estandarizados de los basidiocarpos de
las cepas CP-675y CP-733 de V. bombycina cultivados en diferentes sustratos solidos
suplementados con &cido acetilsalicilico (AAS) 100 uM y 10 mM se presentan a

continuacion.
Macerados estandarizados

A continuacion, se muestran los rendimientos de los macerados estandarizados de las
cepas CP-675 y CP-733 de V. bombycina, en donde el mayor rendimiento se obtuvo
en aserrin de Bursera en testigo (AB) para la cepa CP-733 con 19.16 mg/mL, siguiendo
con aserrin de encino en testigo (AE) registrando 18.64 mg/mL, el macerado de la cepa
CP-675 que obtuvo mayor rendimiento fue en tratamiento PHE+ AAS 10 mM con 18.48
mg/mL, siguiendo del tratamiento AE+ AAS 10 mM con un rendimiento de 17.24 mg/mL
(Fig. 71).
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Figura 71. Rendimiento de los macerados de las cepas CP-675 y CP-733 de Volvariella
bombycina cultivada en diferentes sustratos sélidos suplementados con acido
acetilsalicilico (AAS) 100 pM y 10 mM (n=5). AAS= Acido acetilsalicilico. A.B.=
Aserrin de Bursera. A.E.= Aserrin de encino. PHE= Paja hidratada estéril.

La conductividad de los macerados estandarizados se muestra en la figura 72,
tanto en la cepa CP-675y en la CP-733 el mayor valor se registré en el tratamiento en
aserrin de encino en testigo (AE) para la CP-675 con 10130.26 uS/cm y 10310.66
puS/cm en el tratamiento AE para la CP-733.
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Figura 72. Conductividad de los macerados de las cepas CP-675 y CP-733 de Volvariella
bombycina cultivada en diferentes sustratos solidos suplementados con acido
acetilsalicilico (AAS) 100 uM y 10 mM (n=5). AAS= Acido acetilsalicilico. A.B.=
Aserrin de Bursera. A.E.= Aserrin de encino. PHE= Paja hidratada estéril.
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Los resultados de la resistividad de los macerados estandarizados de las cepas

CP-675 y CP-733 se muestran en la figura 73, los valores maximos se registraron en

el tratamiento AE+ AAS 100 uM en las dos cepas, en la cepa CP-675 se obtuvo 83 Q,

mientras que en la cepa CP-733 se registraron 69.40 Q.

85
e
[LN]
80 R
= S o
SR S
n " u = m,
el Lt ErE
@ 70 Lt ErE
2 Lt ErE
= T R
@ 65 Ly L
o — = a" 2" o a2,
@ i fE
@ 60 By i
7 st L
» = a" 2" o a2,
(] [LN] LN
SRR o i
[LN] LN
50 ; R S
AE A.E+AAS A E.+AAS
' 100 uM 10 mM
CP-675
OMacerados 59.00 83 76.40 69.20

PHE+AAS | PHE+AAS
100 pM 10 mM

65 65.20

wr T

fraed o]
it iy
et il

R

S
A
&

2

ki it
R P R
A E+AAS | A E+AAS
AE 100pM | 10mM AB
CP-733
60.2 69.40 69.2 63.6

Figura 73. Resistividad de los macerados de las cepas CP-675 y CP-733 de Volvariella
bombycina cultivada en diferentes sustratos soélidos suplementados con é&cido
acetilsalicilico (AAS) 100 pM y 10 mM (n=5). AAS= Acido acetilsalicilico. A.B.=
Aserrin de Bursera. A.E.= Aserrin de encino. PHE= Paja hidratada estéril.

El pH de los macerados estandarizados se muestra en la figura 74, el maximo

valor registrado para la cepa CP-675 en el tratamiento AE+ AAS 100 uM fue de 8.36,

mientras que para la cepa CP-733 fue de 8.72 en el tratamiento AE+ AAS 10 mM.
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Figura 74. pH de los macerados de las cepas CP-675 y CP-733 de Volvariella bombycina
cultivada en diferentes sustratos solidos suplementados con acido acetilsalicilico
AAS= Acido acetilsalicilico. A.B.= Aserrin de
Bursera. A.E.= Aserrin de encino. PHE= Paja hidratada estéril.

(AAS) 100 pM y 10 mM (n=5).
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Las temperaturas registradas de los macerados estandarizados se pueden

observar en la figura 75, el maximo valor registrado fue para la cepa CP-675 con 25.36

°C en AE, para la cepa CP-733 el maximo valor registrado fue en AE+ AAS 10 mM con

23.1 °C.
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Figura 75. Temperatura de los macerados de las cepas CP-675 y CP-733 de Volvariella
bombycina cultivada en diferentes sustratos sélidos suplementados con acido
acetilsalicilico (AAS) 100 pM y 10 mM (n=5). AAS= Acido acetilsalicilico. A.B.=
Aserrin de Bursera. A.E.= Aserrin de encino. PHE= Paja hidratada estéril.

Los grados Brix de los macerados estandarizados se presentan en la figura 76,

en la cepa CP-675 el valor maximo se registro en el tratamiento AE+ AAS 10 mM con
14.30%, mientras que en la cepa CP-733 fue de 13.78% en AB.

15.0
145
14.0
135
13.0
125
12.0
115
11.0
10.5
10.0

Grados Brix (%)

OMacerados

N
N

A. E.+AAS A. E.+AAS

A E 100 pM

13.52 13.3

14.30

10 mM

CP-675

13.54

=
LR
LR
LR
LR
LR
LR
LR
LR
LR
LR
LR
LR
LR

PHE+AAS | PHE+AAS

100 puM

13.54

P

[
[
[
[
[
[
[
[
[
[
[
[
[
[

10 mM

13.78

A E.

13.52

A. E+AAS  A. E.+AAS

100 pM 10 mM A-B.
CP-733
13.72 13.7 13.78

Figura 76. Grados Brix de los macerados de las cepas CP-675 y CP-733 de Volvariella
bombycina cultivada en diferentes sustratos solidos suplementados con acido
acetilsalicilico (AAS) 100 uM y 10 mM (n=5). AAS= Acido acetilsalicilico. A.B.=
Aserrin de Bursera. A.E.= Aserrin de encino. PHE= Paja hidratada estéril.
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Extractos estandarizados

A continuacion, se muestran los rendimientos obtenidos para los extractos
estandarizados tanto de las cepas CP-675 y CP-733, el mayor rendimiento registrado
para la cepa CP-675 fue en el tratamiento PHE+ AAS 100 uM con 244.70 mg/mL, para
la cepa CP-733 el mayor rendimiento se registré en AB con 262.30 mg/mL (Fig. 77).
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Figura 77. Rendimiento de los extractos de las cepas CP-675 y CP-733 de Volvariella
bombycina cultivada en diferentes sustratos sdlidos suplementados con acido
acetilsalicilico (AAS) 100 uM y 10 mM (n=5). AAS= Acido acetilsalicilico. A.B.=
Aserrin de Bursera. A.E.= Aserrin de encino. PHE= Paja hidratada estéril.

En la figura 78 se presenta la densidad dptica de los extractos de las cepas CP-
675y CP-733 de V. bombycina a las 24 h, se observaron tres picos en el espectro, el
primero entre 230-235 nm, el segundo entre 235-245 nmy el tercero entre 255-265 nm
en donde la muestra de la cepa CP-733 cultivada en AE+ AAS 100 uM se encontré a

mayor concentracion.
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Absorbancia
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Figura 78. Espectro de absorcion del barrido a una longitud de onda entre 200-550 nm de los
extractos de las cepas CP-675 y CP-733 de Volvariella bombycina cultivada en
diferentes sustratos sélidos suplementados con acido acetilsalicilico (AAS) 100 uM
y 10 mM. 675AE= CP-675/ Aserrin de encino+ Testigo/5g de hongo seco/150 mL
de solucion hidroalcohdlica al 32%/reposo/24 h. 675AE100= CP-675/ Aserrin de
encino+ AAS 100 pM/5g de hongo seco/150 mL de solucién hidroalcohélica al
32%/reposo/24 h. 675AE10= CP-675/ Aserrin de encino+ AAS 10 mM/5g de hongo
seco/150 mL de solucién hidroalcohdlica al 32%/reposo/24 h. 675PHE= CP-675/
Paja hidratada estéril+ Testigo/5g de hongo seco/150 mL de solucion
hidroalcohélica al 32%/reposo/24 h. 675PH100= CP-675/ Paja hidratada estéril+
AAS 100 pM/5g de hongo seco/150 mL de solucién hidroalcohdlica al
32%/reposo/24 h. 675PHE10= CP-675/ Paja hidratada estéril+ AAS 10 mM/5g de
hongo seco/150 mL de solucidn hidroalcohdlica al 32%/reposo/24 h. 733AE= CP-
733/ Aserrin de encino+ Testigo/5g de hongo seco/150 mL de solucién
hidroalcohdlica al 32%/reposo/24 h. 733AE100= CP-733/ Aserrin de encino+ AAS
100 uM/5¢g de hongo seco/150 mL de solucion hidroalcohdlica al 32%/reposo/24 h.
733AE10= CP-733/ Aserrin de encino+ AAS 10 mM/5g de hongo seco/150 mL de
soluciéon hidroalcohdlica al 32%l/reposo/24 h. 733AB= CP-733/ Aserrin de
Bursera+Testigo/5g de hongo seco/150 mL de solucién hidroalcohdlica al
32%/reposo/24 h.

La conductividad de los extractos estandarizados de las cepas CP-675 y CP-
733 de V. bombycina se pueden observar en la figura 79, el valor mayor registrado de
la cepa CP-675 fue en el tratamiento PHE+ AAS 10 mM con 105832.00 uS/cm,
mientras que para la cepa CP-733 obtuvo 104871.80 uS/cm en AE.
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Figura 79. Conductividad de los extractos de las cepas CP-675 y CP-733 de Volvariella

bombycina cultivada en diferentes sustratos sélidos suplementados con acido

acetilsalicilico (AAS) 100 pM y 10 mM (n=5). AAS= Acido acetilsalicilico. A.B.=

Aserrin de Bursera. A.E.= Aserrin de encino. PHE= Paja hidratada estéril.

Los resultados de resistividad de los extractos estandarizados se muestran en

la figura 80, en donde la cepa CP-675 registré su valor maximo en el tratamiento AE+

AAS 100 uM con 9.8 Q, mientras que en la cepa CP-733 su valor maximo registrado

también fue en el mismo tratamiento que en la CP-675 con 7.00 Q.
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Figura 80. Resistividad de los extractos de las cepas CP-675 y CP-733 de Volvariella
bombycina cultivada en diferentes sustratos solidos suplementados con &cido
acetilsalicilico (AAS) 100 uM y 10 mM (n=5). AAS= Acido acetilsalicilico. A.B.=

Aserrin de Bursera. A.E.= Aserrin de encino. PHE= Paja hidratada estéril.

89



El pH de los extractos estandarizados obtenidos para las dos cepas en estudio
oscil6é entre 7.28 y 8.28, para la cepa CP-675 el pH oscil6 entre el 7 en cualquiera de
sus tratamientos, sin embargo, para el caso de la cepa CP-733 presentd un pH mas

basico, ya que en sus tratamientos el pH oscilé entre 8.02 a 8.28 (Fig.81).
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CP-675 CP-733
BExtractos 7.28 8.16 7.92 7.78 7.83 7.69 8.14 8.20 8.28 8.02
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Figura 81. pH de los extractos de las cepas CP-675 y CP-733 de Volvariella bombycina
cultivada en diferentes sustratos sélidos suplementados con acido acetilsalicilico
(AAS) 100 uM y 10 mM (n=5). AAS= Acido acetilsalicilico. A.B.= Aserrin de

Bursera. A.E.= Aserrin de encino. PHE= Paja hidratada estéril.
Las temperaturas registradas de los extractos estandarizados para las dos
cepas en estudio, asi como en sus tres tratamientos, en la cepa CP-675 fue de 23.90
a 24.62 °C, y para la cepa CP-733 oscil6 entre 23.04 a 23.72 °C, en sus tratamientos

(Fig. 82).
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Figura 82. Temperatura de los extractos de las cepas CP-675 y CP-733 de Volvariella
bombycina cultivada en diferentes sustratos solidos suplementados con acido
acetilsalicilico (AAS) 100 pM y 10 mM (n=5). AAS= Acido acetilsalicilico. A.B.=
Aserrin de Bursera. A.E.= Aserrin de encino. PHE= Paja hidratada estéril.
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Los resultados de los grados Brix de los extractos estandarizados se muestran
en la figura 83. Los valores mayores registrados para la cepa CP-675 fueron de 23.88%
para AE, de 23.74% para el tratamiento PHE+ AAS 100 pM y de 23.52% para PHE,
en el caso de la cepa CP-733 los valores maximos fueron los siguientes: 23.5% para
AB, 22.98% para AE + AAS 100 uM y 22.96% para el tratamiento AE+ AAS 10 mM.
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A E+AAS A E+AAS| o PHE+AAS PHE+AAS " A E+AAS A E.+AAS
100 uM 10 mM 100 uM 10 mM T 100 uM 10 mM

CP-675 CP-733
OEXxtractos 23.88 20.5 20.22 23.52 23.74 20.00 22.1 22.98 22.96 235

Figura 83. Grados Brix de los extractos de las cepas CP-675 y CP-733 de Volvariella
bombycina cultivada en diferentes sustratos sélidos suplementados con acido
acetilsalicilico (AAS) 100 pM y 10 mM (n=5). AAS= Acido acetilsalicilico. A.B.=
Aserrin de Bursera. A.E.= Aserrin de encino. PHE= Paja hidratada estéril.

8.7 Polifenoles totales
Polifenoles totales de los macerados y extractos preliminares
Inicialmente se realizé la lectura en el Epoch a la curva de calibracion de acido gélico

(Fig. 84), con concentraciones de 0 a 200 mg/mL, para tener la ecuaciéon de la recta y
se confirmé con una R? de 0.9887.
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Figura 84. Curva de calibracion del acido galico para la cepa CP-675 de Volvariella bombycina.

Los resultados obtenidos para los macerados de las muestras testigo (Fig. 85),
demostraron que conforme transcurre el tiempo, la concentracion de mg EAG (Extracto
de acido galico) en los 10 g de hongo seco aumentan considerablemente sin importar
la condicion de agitacion o reposo comparado con el control del mismo tratamiento. En
agitacion se obtuvieron 163.37 mg EAG/10 g de hongo seco, a las 48 h presento
225.61 mg EAG/10 g de hongo seco, y finalmente hubo un aumento de 269.20 mg
EAG/10 g de hongo seco a las 72 h.
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Figura 85. Polifenoles totales de los macerados de la cepa CP-675 de Volvariella bombycina
cultivada en paja hidratada estéril en condiciones de agitaciéon y reposo (n=4).
AAS= Acido acetilsalicilico. AGT= Agitacion. Ctrl (Control)= CP-675/10 g de hongo
seco/150 mL solucion hidroalcohdlica al 32%/24 h/oscuridad. REP= Reposo.

En el caso del tratamiento PHE+ AAS 100 uM (Fig. 86), hubo una menor

concentracion de polifenoles totales conforme paso el tiempo de maceracion, tanto en

agitacion como en reposo comparado con el control, se obtuvo mayor concentracion

de polifenoles totales en agitacién a las 72 h con 269.03 mg EAG/10 g de hongo seco.
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Figura 86. Polifenoles totales de los macerados de la cepa CP-675 de Volvariella bombycina
cultivada en paja hidratada estéril, suplementada con acido acetilsalicilico (AAS)
100 uM en condiciones de agitacion y reposo (n=4). AAS= Acido acetilsalicilico.
AGT= Agitacién. Ctrl (Control)= CP-675/10 g de hongo seco/150 mL solucién
hidroalcohdlica al 32%/24 h/oscuridad. REP= Reposo.
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En el caso de los basidiocarpos cultivados en paja hidratada estéril adicionado
AAS 10 mM (Fig. 87), se observo que a las 24 h hubo 193.32 mg EAG/10 g de hongo
seco en condicion de agitacion, mientras que en reposo 177.54 mg EAG/10 g de hongo
seco, a las 48 h hubo un incremento en la cantidad de polifenoles totales en agitacion
ya que se obtuvieron 265.39 mg EAG/10 g de hongo seco, mientras que en reposo
también se incremento la cantidad de polifenoles totales con 249.68 mg EAG/10 g de
hongo seco, a las 72 h hubo una baja de polifenoles totales en la condicidén en agitacion
con 261.35 mg EAG/10 g de hongo seco, mientras que en reposo se incrementd con
277.40 mg EAG/10 g de hongo seco.
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Figura 87. Polifenoles totales de los macerados de la cepa CP-675 de Volvariella bombycina
cultivada en paja hidratada estéril, suplementada con acido acetilsalicilico (AAS)
10 mM en condiciones de agitacion y reposo (n=4). AAS= Acido acetilsalicilico.
AGT= Agitacién. Ctrl (Control)= CP-675/10 g de hongo seco/150 mL solucién
hidroalcohélica al 32%/24 h/oscuridad. REP= Reposo.

En la figura 88 se resume la cuantificacion de polifenoles totales de los
macerados, asi como sus controles de cada tratamiento, en donde se puede observar
gue la cantidad de polifenoles totales incrementa conforme pasa el tiempo de

maceracion, sin diferenciar los tratamientos (testigo, AAS 100 uM y AAS 10 mM).
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Figura 88. Polifenoles totales de los macerados de la cepa CP-675 de Volvariella bombycina
cultivada en paja hidratada estéril, suplementada con acido acetilsalicilico (AAS)
100 uM y 10 mM a las 24, 48 y 72 h en condiciones de agitacion y reposo (n=4).
AAS= Acido acetilsalicilico. AGT= Agitacion. Ctrl (Control)= CP-675/10 g de hongo
seco/150 mL solucion hidroalcohdlica al 32%/24 h/oscuridad. REP= Reposo.

Polifenoles totales de los extractos de la CP-675 de V. bombycina cultivada en
paja hidratada estéril (PHE) y suplementada con acido acetilsalicilico (AAS) 100
MMy 10 mM

Se muestran los resultados de los polifenoles totales de los extractos a las 72 h, en
donde la mayor concentracién de polifenoles totales se obtuvo en PHE en condicion
en reposo con 3467.37 mg EAG/10 g de hongo seco, seguido de PHE+ AAS 10 mM
con 3202.46 mg EAG/10 g de hongo seco en agitacion, y PHE+ AAS 100 uM en
agitacion con 2985.79 mg EAG/10 g de hongo seco (Fig. 89).
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Figura 89. Polifenoles totales de los extractos de la cepa CP-675 de Volvariella bombycina
cultivada en paja hidratada estéril, suplementada con acido acetilsalicilico (AAS)
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Polifenoles totales de macerados y extractos de las cepas CP-675 y CP-733 de

Volvariella bombycina en diferentes sustratos solidos suplementados con acido

acetilsalicilico (AAS) 100 uM y 10mM

Para la determinacion de polifenoles totales de las cepas CP-675 y CP-733 de V.
bombycina como equivalentes de acido galico, se tomé lectura de la curva de

calibracion de acido gélico (Fig. 90), con concentraciones de 0 a 200 mg/mL.
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Figura 90. Curva de calibracion del &cido galico para las cepas CP-675y CP-733 de Volvariella
bombycina.
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El contenido de polifenoles totales de los macerados de las cepas CP-675y CP-
733 de V. bombycina a las 24 h se muestran en la figura 91, en el caso de la CP-675
los tratamientos que presentaron mayor cantidad de polifenoles totales fueron los
siguientes: en paja hidratada estéril en testigo (PHE) se obtuvo 264.53 mg EAG/5 g de
hongo seco, para el tratamiento PHE+ AAS 10 Mm se obtuvieron 257.71 mg EAG/5 g
de hongo seco y finalmente para el tratamiento PHE+ AAS 100 pM se registraron

257.11 mg EAG/5 g de hongo seco en polifenoles totales.
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Figura 91. Cuantificaciéon de polifenoles totales de los macerados de las cepas CP-675y CP-
733 de Volvariella bombycina en diferentes sustratos sélidos suplementados con
acido acetilsalicilico (AAS) 100 uM y 10 mM (n=4). AAS= Acido acetilsalicilico.
A.B.= Aserrin de Bursera. A.E.= Aserrin de encino. PHE= Paja hidratada estéril.

La cepa CP-675 present6 la mayor cantidad de polifenoles totales en paja
hidratada estéril, en el tratamiento PHE+ AAS 100 uM con 3772.35 mg EAG/5 g de
hongo seco, para el tratamiento PHE+ AAS 100 mM se obtuvo 3368.94 mg EAG/5 g
de hongo seco y en paja hidratada estéril en testigo (PHE) se registraron 3302.65 mg
EAG/5 g de hongo seco, en el caso de la cepa CP-733 se obtuvieron el aserrin de

encino testigo (A.E.) 3836.74 mg EAG/5 g de hongo seco y aserrin de Bursera en
testigo (A.B.) con un total de 3795.08 mg EAG/5 g de hongo seco (Fig. 92).
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Figura 92. Cuantificacién de polifenoles totales de los extractos de las Cepas CP-675 y CP-
733 de Volvariella bombycina en diferentes sustratos sélidos suplementados con
acido acetilsalicilico (AAS) 100 uM y 10 mM (n=4). AAS= Acido acetilsalicilico.
A.B.= Aserrin de Bursera. A.E.= Aserrin de encino. PHE= Paja hidratada estéril.

Los polifenoles totales, tanto de macerados como extractos de la cepa CP-675
de V. bombycina cultivada en diferentes sustratos solidos suplementados con AAS se
pueden observar en la figura 93, donde se evidencia que los extractos muestran mayor
cantidad de polifenoles totales que sus macerados, el tratamiento que obtuvo mas
polifenoles totales fue en el extracto de PHE+ AAS 100 uM con 3772.35 mg EAG/5 g
de hongo seco, siguiendo del extracto del tratamiento PHE+ AAS 10 mM con un total
de 3368.94 mg EAG/5 g de hongo seco, por lo tanto, existen mayor cantidad de
polifenoles totales en los extractos principalmente en PHE suplementada con acido

acetilsalicilico (AAS).
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Figura 93. Cuantificacion de polifenoles totales de los macerados y extractos de la cepa CP-
675 de Volvariella bombycina en diferentes sustratos sélidos suplementados con
acido acetilsalicilico (AAS) 100 uM y 10 mM (n=4). AAS= Acido acetilsalicilico.
A.B.= Aserrin de Bursera. A.E.= Aserrin de encino. Ext= Extracto. Mac= Macerado.
PHE= Paja hidratada estéril.

El contenido de los polifenoles totales, tanto de los macerados como extractos
de la cepa CP-733 se muestran en la figura 94, la mayor cantidad de polifenoles totales
se obtuvieron en los extractos de los tratamientos AE con 268.47 mg EAG/5 g de hongo
seco para el caso de macerados, en el extracto se obtuvieron 3836.74 mg EAG/5 g de
hongo seco, siguiendo del tratamiento AB con 247.56 mg EAG/5 g de hongo seco para

el macerado y 3795.08 mg EAG/5 g de hongo seco en el caso del extracto.
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Figura 94. Cuantificacion de polifenoles totales de los macerados y extractos de la cepa CP-
733 de Volvariella bombycina en diferentes sustratos sélidos suplementados con
acido acetilsalicilico (AAS) 100 pM y 10 mM (n=4). AAS= Acido acetilsalicilico.
A.B.= Aserrin de Bursera. A.E.= Aserrin de encino. Ext= Extracto. Mac= Macerado.
PHE= Paja hidratada estéril.
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8.8 Actividad antioxidante por DPPH

Las muestras (tanto la de los extractos preliminares y estandarizados) se leyeron junto
con la solucion estandar (BHT) en un espectrofotometro a una longitud de onda de 517
nm. En la lectura de la solucién estandar, se observé un comportamiento exponencial
de la muestra, la concentracion de inhibicién al 50% (IC 50%) corresponde entre 18-
20 mg/mL de la concentracion del extracto, como se muestra en la figura 95. En el
anexo se muestran las figuras de las graficas de la actividad antioxidante por DPPH
de los extractos preliminares de la cepa CP-675 de V. bombycina cultivada en paja
hidratada estéril (PHE) suplementada con AAS 100 uM y 10 mM (Figs. 147-155).
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Figura 95. Determinacion de DPPH para la solucion estandar (BHT).

Las concentraciones de las muestras, las condiciones la actividad antioxidante
(AA) y el IC 50%, se presentan en el cuadro 8. Se obtuvieron mayores porcentajes en
los tratamientos con AAS,en el caso del testigo en agitacion se obtuvo una actividad
antioxidante de 79.75+1.38%, porcentaje mayor comparado con testigo en reposo,
para el tratamiento suplementado con AAS 100 uM en condicion de agitacién se obtuvo
un 80.64+0.66%, mientras que el mismo tratamiento en condicién de reposo se registro
una AA de 78.47+0.54%, 2.17% menos en comparacion en condicion de agitacion,
para el tratamiento en AAS 10 mM, la mayor AA se obtuvo en la condicion de reposo
con 81.09+0.58%, pero en condicion en agitacion tuvo una AA de 80.93+0.33%, una
diferencia de 0.16% en comparacion en condicion de reposo. En el IC 50% para el
tratamiento testigo fue en reposo de 56.83+1.64 mM, en el tratamiento con AAS 100
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UM el mejor IC 50% se obtuvo en la condicidén en agitacion con 52.25+1.37 mM y para
el tratamiento con AAS 10 mM el mejor valor fue en reposo con 39.77+1.08 mM.
Cuadro 8. Actividad antioxidante y concentracion de inhibicion al 50% de los extractos

de los basidiocarpos de la cepa CP-675 de Volvariella bombycina cultivada en
paja hidratada estéril, suplementada con &cido acetilsalicilico (AAS) 100 pM y

10 mM.
Muestra Horas Condicion Concentracion AA (%) IC 50% (mM)
(Hg/mL)
ESTANDAR
(BHT) R 25 63.09+3.59 18.09+0.46
CONTROL 1
(TESTIGO) 24 R 100 56.24+1.29 229.47+0.15
TESTIGO 1 72 A 400 79.75+1.38 79.67+2.41
TESTIGO 2 72 R 200 75.99+0.29 56.83+1.64
CONTROL 2
(AAS 100 M) 24 R 800 68.47+0.61 313.5+9.63
AAS (100 uM) 1 72 A 200 80.64+0.66 52.25+1.37
AAS (100 pMm) 2 72 R 400 78.47+0.54 79.68+3.79
CONTROL 3
(AAS 10 mM) 24 R 400 67.64+2.98 193.62+13.71
AAS (10 mM) 1 72 A 200 80.93+0.33 47.04+1.28
AAS (10 mM) 2 72 R 200 81.09+0.58 39.77+£1.08

AA=Actividad antioxidante. AAS= Acido acetilsalicilico. A= Agitacién. BHT= Butil hidroxitolueno. IC 50%=Concentracion de
inhibicion al 50%. R= Reposo. CONTROL 1 (TESTIGO)= 150 mL de solvente hidroalcohdlico al 32%/10 g de muestra
testigo/24 hrs /oscuridad/reposo. TESTIGO 1= 150 mL de solvente hidroalcohdlico al 32%/10 g de muestra de basidiocarpo
testigo/72 hrs/oscuridad/agitaciéon. TESTIGO 2= 150 mL de solvente hidroalcohdlico al 32%/10 g de muestra de
basidiocarpo testigo/72 hrs/oscuridad/reposo. CONTROL 2 (AAS 100 uM) =150 mL de solvente hidroalcohélico al 32 %/10
g de muestra de basidiocarpo AAS (100 pM) /24 hrs/oscuridad/reposo. AAS (100 pM) 1= 150 mL de solvente
hidroalcohdlico al 32 %/10 g de muestra de basidiocarpo AAS (100 uM) /72 hrs / oscuridad / agitacion. AAS (100 pM) 2=
150 mL de solvente hidroalcohdlico al 32%/10 g de muestra de basidiocarpo AAS (100 puM) /72 hrs/oscuridad/reposo.
CONTROL 3 (AAS 10 Mm) = 150 mL de solvente hidroalcohélico al 32%/10 g de muestra de basidiocarpo AAS (10 mM)
124 hrs/oscuridad/reposo. AAS (10 mM) 1= 150 mL de solvente hidroalcohdlico al 32%/10 g de muestra de basidiocarpo
AAS/ (10 mM) /72 hrs/oscuridad/agitacion. AAS (10 Mm) 2= 150 mL de solvente hidroalcohdlico al 32%/10 g de muestra
de basidiocarpo AAS (10 mM) /72 hrs/oscuridad/ reposo.

Determinacion de la actividad antioxidante por DPPH de los extractos
estandarizados de las cepas CP-675 y CP-733 de V. bombycina en diferentes
sustratos soélidos suplementados con &cido acetilsalicilico (AAS) 100 uM y 10
mM

En el caso de los extractos estandarizados, en la lectura de la solucion estandar se
observd un comportamiento exponencial de la muestra, el 50% de inhibicién
correspondio entre 18-20 mg/mL de la concentracion del extracto, como se muestra
en la figura 96. En anexo se encuentran las figuras de las graficas pertenecientes a los

extractos estandarizados (Figs. 156-165).
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Figura 96. Actividad antioxidante del BHT usando la solucién estandar.

En el cuadro 9 se muestran las concentraciones de las muestras, asi como la
AAYy el IC 50%; en el caso de la cepa CP-675 la mejor actividad antioxidante se obtuvo
en AAS 10 mM con un 76.10+£1.41% utilizando como sustrato paja hidratada estéril
(PHE), siguiendo con 69.76+0.87% en el sustrato de aserrin de encino (AE) y un
67.21+7.29% en el sustrato de aserrin de encino suplementado AAS 100 uM; en la
concentracion de inhibicion (IC 50%) para la cepa CP-675 el mejor tratamiento fue AE+
AAS 100 uM con 315.04+10.88 mM, siguiendo el tratamiento PHE+AAS 100 uM con
373.43+11.55 mM, AE en testigo de 379.22+9.42 mM. La actividad antioxidante de la
cepa CP-733 la obtuvo en el tratamiento AE+ AAS 10 mM con 66.79+1.62%, en AE+
AAS 100 pM obtuvo 59.72+10.18% seguido de AB con 52.41+2.87%; con respecto al
IC 50%, el tratamiento AE fue de 236.82+4.54 mMy en el tratamiento AE+ AAS 10 mM
con 435.68+12.24 mM.
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Cuadro 9. Actividad antioxidante y concentracion de inhibicion al 50% de los extractos
de los basidiocarpos de las cepas CP-675 y CP-733 de Volvariella bombycina
en diferentes sustratos sélidos suplementados con acido acetilsalicilico (AAS)
100 pM y 10 mM.

Concentracién

Muestra Condicién (ng/mL) AA (%) IC 50% (mM)
BHT Estandar 25 60.26+2.90 20.63+0.55
Aserrin de encino 800 69.76+0.87 379.22+9.42
Aserrin de encino+AAS 100 uM 800 67.21+7.29  315.04+10.88
Aserrin de encino+AAS 10 mM 800 58.24+1.49  484.18+14.40
CcP-675 PHE 800 66.30+1.22  398.42+13.03
PHE+AAS 100 uM 800 66.64+3.76 373.43£11.55
PHE+AAS 10 mM 800 76.10+£1.41 382.96+£14.40
Aserrin de encino 800 49.44+1.35 236.82+4.54
CP.733 Aserrin de encino+AAS 100 uM 800 59.72+10.18  561.70+9.76
Aserrin de encino+AAS 10 mM 800 66.79+1.62  435.68+12.24
Aserrin de Bursera 700 52.41+2.87 512.77£12.55

AA= Actividad antioxidante. AAS= Acido acetilsalicilico. BHT= Butil hidroxitolueno. IC 50%=Concentracion de inhibicion al
50%. PHE= Paja hidratada estéril.

8.9 Disefio experimental
Eficiencia bioldgica (EB)

El andlisis de varianza mostré una diferencia significativa entre las condiciones de las
dos cepas en estudio con una F<0.0001 y R?=0.95, encontrando que la cepa CP-675
cultivada en paja hidratada estéril en testigo (PHE) presenté el valor mas alto y
significativamente diferente con 19.46% de eficiencia biolégica, por el contrario, la cepa
CP-733 cultivada en paja hidratada estéril en testigo (PHE) present6 0.48% siendo de
baja significancia (Cuadro 10).
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Cuadro 10. Eficiencia biologica (EB) del cultivo de las cepas CP-675 y CP-733 de
Volvariella bombycina en diferentes sustratos sélidos suplementados con
acido acetilsalicilico (AAS) 100 uM y 10 mM.

Cepa Condicion EB (%)
Aserrin de encino 8.32+1.16"
Aserrin de encino + AAS 100 uM 11.23+0.57°
CP-675 Aserrin de encino + AAS 10 mM 6.31+0.28¢
Paja hidratada estéril 19.46+0.00?
Aserrin de Bursera 4.78+3.13¢
Aserrin de encino 8.85+1.36"
CP-733 Aserrin de encino + AAS 100 uM 4.07+0.55¢
Aserrin de encino + AAS 10 mM 6.51+0.53¢
Paja hidratada estéril 0.48+0.00°

AAS= Acido acetilsalicilico. S/D=Sin datos. *Medias con la misma letra son similares de acuerdo con la prueba de Tukey
a una P<0.05. EGL=12. DSM=0.7336.

indice de Degradacion (ID)

En el cuadro 11 se presenta el indice de degradacion (ID) de las cepas CP-675y CP-
733 de V. bombycina, analizando la varianza mostr6 una diferencia significativa entre
condiciones con una F<0.0001 y R?=0.99, sin embargo, no se presentaron diferencias
significativas, siendo que la cepa CP-733 en la condicion Aserrin de encino+ AAS 10
mM mostré baja significancia con 2.24%, y diferente a las demés condiciones.

Cuadro 11. indice de Degradacién (ID) del cultivo de las cepas CP-675 y CP-733 de

Volvariella bombycina en diferentes sustratos sélidos suplementados con
acido acetilsalicilico (AAS) 100 uM y 10 mM.

Cepa Condicién ID (%)

Aserrin de encino 9.77+0.28%
Aserrin de encino + AAS 100 uM 11.14+0.172

CP-675  aserrin de encino + AAS 10 mM 10.17+0.002
Paja hidratada estéril 7.81+0.00°
Aserrin de Bursera S/D
Aserrin de encino 10.37+£1.472

CP-733 Aserrin de encino + AAS 100 uM S/D
Aserrin de encino + AAS 10 mM 2.24+0.59¢
Paja hidratada estéril S/ID

AAS= Acido acetilsalicilico. S/D=Sin datos. *Medias con la misma letra son similares de acuerdo con la prueba de Tukey
a una P<0.05. EGL=10.
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Cuadro 12. Resultados de los rendimientos de los macerados preliminares de la cepa
CP-675 de Volvariella bombycina cultivada en paja hidratada estéril (PHE).

Claves Rendimiento (mg/mL)
M675CR24 16.27+0.35K"
M675TA24 13.10+1.01™
M675TR24 16.80+0.28
M6754A24 15.45+0.89'™
M6754R24 20.16+0.54"
M6752A24 18.15+0.18
M6752R24 18.88+1.06M
M675TA48 22.48+0.269"
M675TR48 24.98+0.12%
M6754A48 26.25+0.13¢%f
M6754R48 25.94+0.86°"
M6752A48 27.11+0.13¢def
M6752R48 34.00+0.24%
M675TA72 25.10+0.95
M675TR72 29.91+1.64%
M6754A72 30.51+0.99%¢
M6754R72 29.49+1.26°%
M6752A72 34.63+0.252
M6752R72 28.55+0.26°"

M675CR24= Macerado cepa CP-675/control/reposo/24 h. M675TA24= Macerado cepa CP-675/control/agitacion/24 h.
M675TR24= Macerado cepa CP-675/control/reposo/24 h. M6752A24= Macerado cepa CP-675/PHE+AAS 10
mM/agitacién/24 h. M6752R24= Macerado cepa CP-675/PHE+AAS 10 mM/reposo/24 h. M6754A24= Macerado cepa
CP-675/PHE+AAS 100 pM/agitacion/24 h. M6754R24= Macerado cepa CP-675/PHE+AAS 100 pM/reposo/24
h.M675TA48= Macerado cepa CP-675/PHE+ Testigo/agitacién/48 h. M675TR48= Macerado cepa CP-675/PHE+
Testigo/reposo/48 h. M6752A48= Macerado cepa CP-675/PHE+AAS 10 mM/agitacién/48 h. M6754A48= Macerado
cepa CP-675/PHE+AAS 100 pM/agitacion/48 h. M6754R48= Macerado cepa CP-675/PHE+AAS 100 pM/reposo/48 h.
M6752R48= Macerado cepa CP-675/PHE+AAS 10 mM/reposo/48 h. M675TA72= Macerado cepa CP-675/PHE+
Testigo/agitacion/72 h. M675TR72=Macerado cepa CP-675/PHE+ Testigo/reposo/72 h. M6752A72= Macerado cepa
CP-675/PHE+AAS 10 mM/agitacion/72 h. M6754A72= Macerado cepa CP-675/PHE+AAS 100 pM/agitacién/72 h.
M6752A72= Macerado cepa CP-675/PHE+AAS 10 mM/agitacion/72 h. M6752R72= Macerado cepa CP-675/PHE+AAS
10 mM/reposo/72 h. M6754R72= Macerado cepa CP-675/PHE+AAS 100 pM /reposo/72 h. *Medias con la misma letra
son similares de acuerdo con la prueba de Tukey a una P<0.05. EGL=38. DSM=3.71.

Rendimiento de macerados preliminares

Los rendimientos de los macerados correspondientes a la fase preliminar se pueden

observar en el cuadro 12, el andlisis de varianza mostré una diferencia significativa

entre tratamientos con una F<0.0001 y R?=0.96, fue el valor mas alto y

significativamente diferente obtenido por el macerado de la CP-675 cultivada en paja
hidratada estéril (PHE) y adicionada con AAS 10 mM, con 34.63+£0.25 mg/mL. En

cuanto a los macerados adicionados con AAS en las concentraciones de 10 mM a las
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48 h en condicion de reposo (34+0.2 mg/mL) y AAS 100 uM a las 72 h en condicién de
agitacion (30.51+0.99 mg/mL), también presentaron mayores rendimientos que los
demas tratamientos, ubicandose en el primer nivel de significancia. En el anexo se
encuentra la grafica perteneciente al rendimiento de los macerados preliminares (Fig.
166).

Rendimiento de extractos preliminares

El rendimiento de los extractos preliminares a las 72 h se muestra en el cuadro 13. El
analisis de varianza indicé una diferencia significativa entre tratamientos con una
F<0.0001 y R?=0.94, no se presentaron diferencias significativas entre el rendimiento
de los extractos, sin embargo, se observé diferencias entre las condiciones de
agitacion y reposo y del control, en donde los tratamientos que fueron adicionados con
acido acetilsalicilico (AAS) en sus dos concentraciones (100 uM y 10 mM), presentaron

mayor rendimiento en condicién de agitacién que en reposo.

Cuadro 13. Rendimiento de los extractos preliminares en los diferentes tratamientos
de la cepa CP-675 de Volvariella bombycina.

Tratamiento Rendimiento (mg/mL)
E675CR 168.50+0.28"
E675TA 144.99+15.73°
E675TR 247.33+1.092

E675100A 238.54+8.742
E675100R 154.85+1.87°
E67510A 242.69+5.882
E67510R 217.90+1.952

E675CR= Extracto cepa CP-675/control/reposo/72 h. E675TA= Extracto cepa CP-675/PHE+ Testigo/agitacion/72 h.
E675TR=Extracto cepa CP-675/PHE+ Testigo/reposo/72 h. E67510A= Extracto cepa CP-675/PHE+ AAS 10
mM/agitacion/72 h. E67510R= Extracto cepa CP-675/PHE+ AAS 10 mM/reposo/72 h. E675100A= Extracto cepa
CP-675/PHE+ AAS 100 pM/agitacion/72 h. E675100R= Extracto cepa CP-675/PHE+ AAS 100 pM/reposo/72 h.
*Medias con la misma letra son similares de acuerdo con la prueba de Tukey a una P<0.05. EGL=14. DSM=34.95.

En el anexo se encuentra la grafica perteneciente al rendimiento de los extractos

preliminares (Fig. 167).
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Polifenoles totales de los macerados preliminares

Se muestran los resultados de polifenoles totales de los macerados preliminares en el
cuadro 14, el analisis de varianza indic6 una diferencia significativa entre tratamientos
con una F<0.0001 y R?=0.87, no se presentd diferencia significativa entre los
rendimiento de los macerados, aunque se observé diferencias en los tiempos de
maceracion a las 24, 48 y 72 h, presentandose los mayores rendimientos a las 72 h de
maceracion en los tres tratamientos: Testigo (PHE), AAS 100 uM (PHE+AAS 100 uM)
y AAS 10 mM (PHE+ AAS 10 mM). En el anexo se encuentra la grafica de polifenoles
totales de los macerados preliminares (Fig. 168).

Cuadro 14. Polifenoles totales de los macerados preliminares en los diferentes
tratamientos de la cepa CP-675 de Volvariella bombycina.
Claves Rendimiento (mg/mL)

M675CR24 194.78+1.26°%"
M675TA24 163.37+7.11°
M675TR24 163.41+2.48°
M6754A24 157.75+8.13¢
M6754R24 196.35+19.68"cd
M6752A24 193.32+15.25¢¢
M6752R24 177.53+14.66%
M675TA48 225.6+3.9230cd
M675TR48 268.32+8.55?2
M6754A48 262.8+13.862
M6754R48 253.5+24.684%°
M6752A48 265.38+7.922
M6752R48 249.68+7.018°
M675TA72 269.2+4.922
M675TR72 272.75£14.252
M6754A72 269.03+7.43%
M6754R72 256.83+8.72%
M6752A72 261.35+7.48?2
M6752R72 277.41+15.962

M675CR24= Macerado cepa CP-675/control/reposo/24 h. M675TA24= Macerado cepa CP-675/control/agitacion/24 h.
M675TR24= Macerado cepa CP-675/control/reposo/24 h. M6752A24= Macerado cepa CP-675/PHE+AAS 10 mM/agitacién/24
h. M6752R24= Macerado cepa CP-675/PHE+AAS 10 mM/reposo/24 h. M6754A24= Macerado cepa CP-675/PHE+AAS 100
UM/agitacion/24 h. M6754R24= Macerado cepa CP-675/PHE+AAS 100 pM/reposo/24 h.M675TA48= Macerado cepa CP-
675/PHE+ Testigo/agitacién/48 h. M675TR48= Macerado cepa CP-675/PHE+ Testigo/reposo/48 h. M6752A48= Macerado
cepa CP-675/PHE+AAS 10 mM/agitacion/48 h. M6754A48= Macerado cepa CP-675/PHE+AAS 100 uM/agitacion/48 h.
M6754R48= Macerado cepa CP-675/PHE+AAS 100 pM/reposo/48 h. M6752R48= Macerado cepa CP-675/PHE+AAS 10
mM/reposo/48 h. M675TA72= Macerado cepa CP-675/PHE+ Testigo/agitacion/72 h. M675TR72=Macerado cepa CP-675/PHE+
Testigo/reposo/72 h. M6752A72= Macerado cepa CP-675/PHE+AAS 10 mM/agitacion/72 h. M6754A72= Macerado cepa CP-
675/PHE+AAS 100 pM/agitacion/72 h. M6752A72= Macerado cepa CP-675/PHE+AAS 10 mM/agitacion/72 h. M6752R72=
Macerado cepa CP-675/PHE+AAS 10 mM/reposo/72 h. M6754R72= Macerado cepa CP-675/PHE+AAS 100 uM /reposo/72 h.
*Medias con la misma letra son similares de acuerdo con la prueba de Tukey a una P<0.05. EGL=38. DSM=61.78.
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Polifenoles totales de los extractos preliminares

En el cuadro 15 se muestran los resultados de la cuantificacion de polifenoles totales
en los extractos preliminares, el analisis de varianza mostrd una diferencia significativa
entre tratamientos con una F<0.0001 y R?=0.98, no se presentaron diferencias
significativas en la cuantificacion de los polifenoles totales, sin embargo, se observaron
diferencias entre los tratamientos y el control (264.9+25.84 mg EAG/10 g de hongo
seco), ya que este presentd menor valor comparado con la cuantificacion de los
polifenoles totales de los tratamientos. En el anexo se encuentra la grafica

perteneciente a los polifenoles totales de los extractos preliminares (Fig.169).

Cuadro 15. Cuantificaciébn de los polifenoles totales de los extractos
preliminares en los diferentes tratamientos de la cepa CP-675
de Volvariella bombycina.

Clave Polifenoles totales (mg EAG/10 g

de hongo seco)

E675CR 264.9+25.84""
E675TA 604.56+0.202
E675TR 595.67+5.152
E675100A 620.06+4.642
E675100R 607.11+12.42
E67510A 586.61+0.342
E67510R 586.61+4.772

E675CR= Extracto cepa CP-675/control/reposo/72 h. E675TA= Extracto cepa CP-675/PHE+
Testigo/agitacion/72 h. E675TR=Extracto cepa CP-675/PHE+ Testigo/reposo/72 h. E67510A= Extracto
cepa CP-675/PHE+ AAS 10 mM/agitacion/72 h. E67510R= Extracto cepa CP-675/PHE+ AAS 10
mM/reposo/72 h. E675100A= Extracto cepa CP-675/PHE+ AAS 100 puM/agitacion/72 h. E675100R=
Extracto cepa CP-675/PHE+ AAS 100 pM/reposo/72 h. *Medias con la misma letra son similares de
acuerdo con la prueba de Tukey a una P<0.05. EGL=14. DSM=54.53.
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Andlisis estadisticos de los macerados y extractos preliminares vy
estandarizados de las cepas CP-675 y CP-733 de V. bombycina cultivadas en
diferentes sustratos soélidos suplementados con acido acetilsalicilico (AAS) 100
MMy 10 mM

A continuacién, se muestran el contenido de grados Brix de los macerados
preliminares y estandarizados de las dos cepas en estudio. El analisis de varianza
mostré una diferencia significativa entre tratamientos con una F<0.0001 y R?=0.97, no
se presentaron diferencias significativas entre los macerados, sin embargo, los
macerados con clave 32 y 39 obtuvieron los valores mas altos, por lo tanto, se ubican
en el primer nivel de significancia; por el contrario, los valores bajos y significativos se

obtuvieron en los macerados con clave 9, 22, 42,44 y 48 (Fig. 97).

109



18

16

14

12

10

Grados Brix (%)

8

6

4

a a
f cde ed be de P of bed be & a
gh* . = - 1 h @ = [ 9 h Ed H h h ™ hi = h

J e | 1 B % ] % é& ] X \. Kl kI kI k
[T ] N | . N Fua A% = | A% ) £ = A% A% kl e A% ] | m kl |
% I % I o o % B = % B [ A % % I A% % S0 I CX R = N
% B A8 % I % I8 = % A % B I G I = I B % B A% % % % % o N o I - I B £% I X
% B A8 % I % I8 % I % A % M % I A % B A% % % S % % A % M % I
% I A8 % I % S % I % I S A % A e % I % I A% % % S % % A % A e % I
% B A8 % I % % I % I A % A % B % B A% % % [ % % A % A % B
% B A8 % I % I8 % I % A % M % I A % B A% % % S % % A % M % I
% B A8 % I % I8 % I % A % M % I A % B A% % % S % % A % M % I
% B A8 % I % I8 % I % I S A % A % I R % I A% % % S % % A % A % I
% B S % I % % B % B A % B [ A % I % B A % % [ % % A % B [ A % B
% B A8 % I % I8 % I % A % M % I A % B A% % % S % % A % M % I
% B A8 % I % I8 % I % A % M % I A % B A% % % S % % A % M % I
% B A8 % I % I8 % I % I S A % A % I R % I A% % % S % % A % A % I
% B S % I % % B % B A % B [ A % I % B A % % [ % % A % B [ A % B
% B A8 % I % I8 % I % A % M % I A % B A% % % S % % A % M % I
% B A8 % I % I8 % I % A % M % I A % B A% % % S % % A % M % I
% B A8 % I % I8 % I % A % M % I A % B A% % % S % % A % M % I
% B % B A % o A% B % B A % B [ A % B % B A % % [ % % A % B [ A % B A
% B A8 % I % I8 % I % A % M % I A % B A% % % S % % A % M % I
% B A8 % I % I8 % I % A % M % I A % B A% % % S % % A % M % I
% B A8 % I % I8 % I % A % M % I A % B A% % % S % % A % M % I
1 2 4 5 7 8 9 12 13 15 16 17 18 20 21 22 25 26 28 29 31 32 34 35 36 39 40 42 44 | 46 48 50 52 54

BGrados brix 14.43 13.98 14.83 15.15 14.08 14.05 13.54 15.03 15.30 14.30 14.03 15.0315.38 14.60 14.38 13.54/15.00 15.20 14.30 14.28 15.25 15.73 13.63/14.23 13.78 15.58 14.38 13.52 13.30 13.62/13.52/13.72 13.70 13.78

Figura 97. Grados Brix (%) de los macerados preliminares y estandarizados de las cepas CP-675 y CP-733 de Volvariella

bombycina en diferentes sustratos solidos suplementados con acido acetilsalicilico (AAS) 100 uM y 10 mM (n=5).1=CP-
675/ PHE+ Testigo/agitacion/24 h/control. 2= CP-675/ PHE+ Testigo/agitacion/24 h. 4= CP-675/ PHE+
Testigo/agitacién/48 h. 5= CP-675/ PHE+ Testigo/agitacion/72 h.7= CP-675/ PHE+ Testigo/reposo/24 h/control. 8= CP-
675/ PHE+ Testigo/reposo/24 h.9= CP-675/ PHE+ Testigo/reposo/24 h/estandarizado. 12= CP-675/ PHE+
Testigo/reposo/48 h.13= CP-675/ PHE+ Testigo/reposo/48 h.15= CP-675/ PHE+ AAS 100 pM/agitacion/24 h/control.
16= CP-675/ PHE+ AAS 100 pM/agitacion/24 h. 17= CP-675/ PHE+ AAS 100 uM/agitacién/48 h. 18= CP-675/ PHE+
AAS 100 pM/agitacion/72 h. 20= CP-675/ PHE+ AAS 100 uM/reposo/24 h/control. 21= CP-675/ PHE+ AAS 100
MM/reposo/24 h. 22= CP-675/ PHE+ AAS 100 pM/reposo/24 h/estandarizado. 25= CP-675/ PHE+ AAS 100
uM/reposo/48 h. 26= CP-675/ PHE+ AAS 100 uM/reposo/72 h. 28= CP-675/ PHE+AAS 10mM/agitacion/24 h/control.
29= CP-675/ PHE+AAS 10mM/agitacién/24 h. 31= CP-675/ PHE+AAS 10mM/agitacién/48 h. 32= CP-675/ PHE+AAS
10mM/agitacion/72 h.34= CP-675/ PHE+AAS 10mM/reposo/24 hi/control.35= CP-675/ PHE+AAS 10mM/reposo/24 h.
36= CP-675/ PHE+AAS 10mM/reposo/24 h/estandarizado. 39= CP-675/ PHE+AAS 10mM/reposo/48 h. 40= CP-675/
PHE+AAS 10mM/reposo/72 h.42= CP-675/ Aserrin encino+ Testigo/reposo/24 h.44= CP-675/ Aserrin encino+ AAS 100
UM /reposo/24h. 46= CP-675/ Aserrin encino+ AAS 10 mM /reposo/24 h.48= CP-733/ Aserrin encino+ Testigo/reposo/24
h.50= CP-733/ Aserrin encino+ AAS 100 uM /reposo/24 h.52= CP-733/ Aserrin encino+ AAS 10 mM /reposo/24 h. 54=
CP-733/ Aserrin Bursera+Testigo/reposo/24 h. *Medias con la misma letra son similares de acuerdo con la prueba de
Duncan a una P<0.05. EGL=112.
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El rendimiento de los macerados preliminares y estandarizados se pueden
observar en la figura 98, el andlisis de varianza mostré una diferencia significativa entre
tratamientos con una F<0.0001 y R?=0.94, no se presentaron diferencias significativas
entre los rendimientos de los macerados, sin embargo, los valores altos y diferentes
del resto de los macerados fueron los de la clave 32 y 39 correspondientes a la cepa
CP-675 cultivada en paja hidratada estéril y (PHE) suplementada con AAS a una
concentracion de 10 mM (PHE+ AAS 10 mM), colocandolos en el primer nivel de

significancia.
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Figura 98. Rendimiento de los macerados preliminares y estandarizados de las cepas CP-675 y CP-733 de Volvariella bombycina

en diferentes sustratos sélidos suplementados con acido acetilsalicilico (AAS) 100 uM y 10 mM (n=5). 1=CP-675/ PHE+
Testigo/agitacion/24 h/control. 2= CP-675/ PHE+ Testigo/agitacion/24 h. 4= CP-675/ PHE+ Testigo/agitacion/48 h. 5=
CP-675/ PHE+ Testigo/agitacion/72 h.7= CP-675/ PHE+ Testigo/reposo/24 h/control. 8= CP-675/ PHE+
Testigo/reposo/24 h.9= CP-675/ PHE+ Testigo/reposo/24 h/estandarizado. 12= CP-675/ PHE+ Testigo/reposo/48 h.13=
CP-675/ PHE+ Testigo/reposo/48 h.15= CP-675/ PHE+ AAS 100 puM/agitacién/24 h/control. 16= CP-675/ PHE+ AAS
100 pM/agitacion/24 h. 17= CP-675/ PHE+ AAS 100 puM/agitacion/48 h. 18= CP-675/ PHE+ AAS 100 uM/agitacion/72
h. 20= CP-675/ PHE+ AAS 100 pM/reposo/24 h/control. 21= CP-675/ PHE+ AAS 100 pM/reposo/24 h. 22= CP-675/
PHE+ AAS 100 puM/reposo/24 h/estandarizado. 25= CP-675/ PHE+ AAS 100 uM/reposo/48 h. 26= CP-675/ PHE+ AAS
100 uM/reposol/72 h. 28= CP-675/ PHE+AAS 10mM/agitacion/24 h/control. 29= CP-675/ PHE+AAS 10mM/agitacion/24
h. 31= CP-675/ PHE+AAS 10mM/agitacion/48 h. 32= CP-675/ PHE+ AAS 10mM/agitacion/72 h.34= CP-675/ PHE+ AAS
10mM/reposo/24 h/control.35= CP-675/ PHE+AAS 10mM/reposo/24 h. 36= CP-675/ PHE+AAS 10mM/reposo/24
h/estandarizado. 39= CP-675/ PHE+AAS 10mM/reposo/48 h. 40= CP-675/ PHE+AAS 10mM/reposo/72 h.42= CP-675/
Aserrin encino+ Testigo/reposo/24 h.44= CP-675/ Aserrin encino+ AAS 100 uM /reposo/24 h. 46= CP-675/ Aserrin
encino+ AAS 10 mM /reposo/24 h.48= CP-733/ Aserrin encino+ Testigo/reposo/24 h.50= CP-733/ Aserrin encino+ AAS
100 pM /reposo/24 h.52= CP-733/ Aserrin encino+ AAS 10 mM /reposo/24 h. 54= CP-733/ Aserrin Bursera+
Testigo/reposo/24 h. *Medias con la misma letra son similares de acuerdo con la prueba de Duncan a una P<0.05.
EGL=112.
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El contenido de polifenoles totales de los macerados preliminares y
estandarizados se muestran en la figura 99. El andlisis de varianza mostré una
diferencia significativa entre tratamientos con una F<0.0001 y R?=0.83, no se
presentaron diferencias significativas entre la cuantificacion de polifenoles totales de
los macerados, sin embargo, los valores altos del resto de los macerados fueron: clave
40, que corresponde a la cepa CP-675 en el tratamiento PHE+ AAS 10 mM en
condicion de reposo a las 72 h de maceracion; clave 50: perteneciente a las cepa CP-
733 cultivada en el tratamiento AE+ AAS 100 puM en condicion de reposo a las 24 h
de maceracion y el macerado con clave 52 perteneciente a la cepa CP-733 cultivada
en el tratamiento AE+ AAS 10 mM en condicion de reposo a las 24 h de maceracion,

colocandolos en el primer nivel de significancia.
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Figura 99. Polifenoles totales de los macerados preliminares y estandarizados de las cepas CP-675 y CP-733 de Volvariella
bombycina en diferentes sustratos sélidos suplementados con acido acetilsalicilico (AAS) 100 uM y 10 mM (n=5). 1=CP-
675/ PHE+ Testigo/agitacion/24 h/control. 2= CP-675/ PHE+ Testigo/agitacion/24 h. 4= CP-675/ PHE+
Testigo/agitacién/48 h. 5= CP-675/ PHE+ Testigo/agitacion/72 h.7= CP-675/ PHE+ Testigo/reposo/24 h/control. 8= CP-
675/ PHE+ Testigo/reposo/24 h.9= CP-675/ PHE+ Testigo/reposo/24 h/estandarizado. 12= CP-675/ PHE+
Testigo/reposo/48 h.13= CP-675/ PHE+ Testigo/reposo/48 h.15= CP-675/ PHE+ AAS 100 uM/agitacion/24 h/control.
16= CP-675/ PHE+ AAS 100 uM/agitacion/24 h. 17= CP-675/ PHE+ AAS 100 uM/agitacién/48 h. 18= CP-675/ PHE+
AAS 100 pM/agitacion/72 h. 20= CP-675/ PHE+ AAS 100 uM/reposo/24 h/control. 21= CP-675/ PHE+ AAS 100
uM/reposo/24 h. 22= CP-675/ PHE+ AAS 100 uM/reposo/24 h/estandarizado. 25= CP-675/ PHE+ AAS 100
UM/reposo/48 h. 26= CP-675/ PHE+ AAS 100 puM/reposo/72 h. 28= CP-675/ PHE+AAS 10mM/agitacion/24 h/control.
29= CP-675/ PHE+AAS 10mM/agitacién/24 h. 31= CP-675/ PHE+AAS 10mM/agitacién/48 h. 32= CP-675/ PHE+AAS
10mM/agitacion/72 h.34= CP-675/ PHE+AAS 10mM/reposo/24 h/control.35= CP-675/ PHE+AAS 10mM/reposo/24 h.
36= CP-675/ PHE+AAS 10mM/reposo/24 h/estandarizado. 39= CP-675/ PHE+AAS 10mM/reposo/48 h. 40= CP-675/
PHE+AAS 10 mM/reposo/72 h.42= CP-675/ Aserrin encino+ Testigo/reposo/24 h.44= CP-675/ Aserrin encino+ AAS 100
UM /reposo/24 h. 46= CP-675/ Aserrin encino+ AAS 10 mM /reposo/24 h.48= CP-733/ Aserrin encino+
Testigo/reposo/24 h.50= CP-733/ Aserrin encino+ AAS 100 uM /reposo/24 h.52= CP-733/ Aserrin encino+ AAS 10 mM
/reposo/24 h. 54= CP-733/ Aserrin Bursera+Testigo/reposo/24 h. *Medias con la misma letra son similares de acuerdo
con la prueba de Duncan a una P<0.05. EGL=78.
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En la figura 100 se muestran los resultados de los grados Brix en los extractos
preliminares y estandarizados de las cepas CP-675 y CP-733 de V. bombycina, el
analisis de varianza mostré una diferencia significativa entre tratamientos con una
F<0.0001 y R?=0.99, la lectura de los grados Brix del extracto de la cepa CP-675 del
tratamiento PHE en condicién de reposo a las 72h result6 ser el més alto y
significativamente diferente al resto de los tratamientos con un valor de 31.50% en
grados Brix, por el contrario, los ultimos niveles de significancia se encontraron en los
extractos de la cepa CP-675 cultivada en paja hidratada estéril testigo (PHE) en
condicion de reposo a las 24 h, el extracto de la cepa CP-675 cultivada en PHE+ AAS
100 uM en reposo por 24 h y el extracto de la cepa CP-675 cultivada en PHE+ AAS 10
mM en condicion de reposo a las 24 h en donde los tres tratamientos presentaron
14.08% de grados Brix, en conclusion, los extractos tanto preliminares como
estandarizados en condicidén de reposo presentaron valores inferiores de grados Brix

comparados en condicion de agitacion.
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Grados Brix (%) de los extractos preliminares y estandarizados de las cepas CP-675 y CP-733 de Volvariella bombycina

en diferentes sustratos sélidos suplementados con acido acetilsalicilico (AAS) 100 uM y 10 mM (n=5). 675PR24EC=
CP-675/PHE+ Testigo/reposo/24 h/control. 675PA72E2= CP-675/PHE+ Testigo/agitacion/72 h. 675PR72E2= CP-
675/PHE+ Testigo/reposo/72 h. 675PR24E3= CP-675/PHE+ Testigo/reposo/24 h/estandarizado. 675P100R24EC= CP-
675/PHE+ AAS 100 pM/reposo/24 hicontrol. 675P100A72E2= CP-675/PHE+ AAS 100 pM/agitacion/72 h.
675P100R72E2= CP-675/PHE+ AAS 100 puM/reposo/72 h. 675P100R24E3= CP-675/PHE+ AAS 100 puM/reposo/24
h/estandarizado. 675P10R24EC= CP-675/PHE+ AAS 10 mM/reposo/24 h/control. 675P10A72E2= CP-675/PHE+ AAS
10 mM/agitacion/72 h. 675P10R72E2= CP-675/PHE+ AAS 10mM/reposo/72 h. 675P10R24E3= CP-675/PHE+ AAS 10
mM/reposo/24 h/estandarizado. 675ER24E3= CP-675/Aserrin encino+ Testigo/reposo/24 h. 675E100R24E3= CP-
675/Aserrin encino+ AAS 100 uM /reposo/24 h. 675E10R24E3= CP-675/Aserrin encino+ AAS 10 mM /reposo/24 h.
733ER24E3= CP-733/Aserrin encino+ Testigo/reposo/24 h. 733E100R24E3= CP-733/Aserrin encino+ AAS 100 uM
Ireposo/24 h. 733E10R24E3= CP-733/Aserrin encino+ AAS 10 mM /reposo/24 h. 733BR24E3= CP-733/Aserrin
Burserat+ Testigo/reposo/24 h. *Medias con la misma letra son similares de acuerdo con la prueba de Duncan a una
P<0.05. EGL=66.
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Los rendimientos de los extractos preliminares y estandarizados se pueden
observar en la figura 101, el analisis de varianza mostré una diferencia significativa
entre tratamientos con una F<0.0001 y R?=0.99. No se presentaron diferencias
significativas entre los rendimientos de los extractos preliminares y estandarizados, sin
embargo, los valores altos fueron para la cepa CP-675 cultivada en PHE+ Testigo en
condicién de reposo a las 72 h presentando 263.33 mg/mL, la cepa CP-675 cultivada
en PHE+ AAS 100 pM en condicion de agitacién a las 72 h obtuvo 260.93 mg/mL, la
cepa CP-675 cultivada en PHE+AAS 10 mM en condicion de agitacion a las 72 h
registro 265.47 mg/mL y por ultimo la cepa CP-733 cultivada en aserrin de Bursera+
Testigo en condicidn de reposo a las 24 h present6 262.30 mg/mL, colocandolos en el
primer nivel de significancia. Por el contrario, los ultimos niveles de significancia lo
tuvieron los extractos de la cepa CP-675 cultivada en paja hidratada estéril en testigo
(PHE) en condicion de reposo a las 24 h con 168.69 mg/mL, la cepa CP-675 cultivada
en PHE+ AAS 100 uM en condicion de reposo a las 24 h con un rendimiento de 136.90
mg/mL y el extracto de la cepa CP-675 cultivada en PHE+ AAS 10 mM en condicion
de reposo a las 24 h registrando 125.20 mg/mL.
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Figura 101. Rendimiento de los extractos preliminares y estandarizados de las cepas CP-675 y CP-733 de Volvariella bombycina

en diferentes sustratos solidos suplementados con acido acetilsalicilico (AAS) 100 uM y 10 mM (n=5). 675PR24EC=
CP-675/PHE+ Testigo/reposo/24 h/control. 675PA72E2= CP-675/PHE+ Testigo/agitacion/72 h. 675PR72E2= CP-
675/PHE+ Testigo/reposo/72 h. 675PR24E3= CP-675/PHE+ Testigo/reposo/24 h/estandarizado. 675P100R24EC=
CP-675/PHE+ AAS 100 pM/reposo/24 hicontrol. 675P100A72E2= CP-675/PHE+ AAS 100 pM/agitacion/72 h.
675P100R72E2= CP-675/PHE+ AAS 100 pM/reposo/72 h. 675P100R24E3= CP-675/PHE+ AAS 100 pM/reposo/24
h/estandarizado. 675P10R24EC= CP-675/PHE+ AAS 10 mM/reposo/24 h/control. 675P10A72E2= CP-675/PHE+ AAS
10 mM/agitacion/72 h. 675P10R72E2= CP-675/PHE+ AAS 10mM/reposo/72 h. 675P10R24E3= CP-675/PHE+ AAS
10 mM/reposo/24 hl/estandarizado. 675ER24E3= CP-675/Aserrin encino+ Testigo/reposo/24 h. 675E100R24E3= CP-
675/Aserrin encino+ AAS 100 uM /reposo/24 h. 675E10R24E3= CP-675/Aserrin encino+ AAS 10 mM /reposo/24 h.
733ER24E3= CP-733/Aserrin encino+ Testigo/reposo/24 h. 733E100R24E3= CP-733/Aserrin encino+ AAS 100 uM
Ireposo/24 h. 733E10R24E3= CP-733/Aserrin encino+ AAS 10 mM /reposo/24 h. 733BR24E3= CP-733/Aserrin
Bursera+ Testigo/reposo/24 h. *Medias con la misma letra son similares de acuerdo con la prueba de Duncan a una
P<0.05. EGL=66.
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El andlisis de varianza de los resultados de la cuantificacién de polifenoles
totales de los extractos preliminares y estandarizados se muestra en la figura 102. Se
obtuvo una diferencia significativa entre tratamientos con una F<0.0001 y R?=0.94, no
se presentaron diferencias significativas entre los rendimientos de los extractos
preliminares y estandarizados, sin embargo, los valores altos representativos se
registraron para la cepa CP-733 cultivada en aserrin de encino + Testigo en condicion
de reposo a 24 h con 3836.70 mg EAG/5 g de hongo seco, la cepa CP-675 cultivada
en PHE+ AAS 100 uM en condicion de reposo a las 24 h registrar6 3772.40 mg EAG/5
g de hongo seco y la cepa CP-733 cultivada en aserrin de Bursera+ Testigo en
condicion de reposo a las 24 h se presentd 3795.10 mg EAG/g de hongo seco,
colocandolos en el primer nivel de significancia, por el contrario, los Gltimos niveles de
significancia se obtuvieron con los extractos de la cepa CP-675 cultivada en paja
hidratada estéril en testigo (PHE) en condicion de reposo a las 24 h con 1199.80 mg
EAG/5 g de hongo seco. El extracto de la cepa CP-675 cultivada en PHE+ AAS 100
UM en condicién de reposo a las 24 h tuvo 1278.80 mg EAG/5 g de hongo seco y el
extracto de la cepa CP-675 cultivada en PHE+ AAS 10 mM en condicion de reposo a
las 24 h registrando de 1268.20 mg EAG/5 g de hongo seco.
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Figura 102.

Polifenoles totales de los extractos preliminares y estandarizados de las cepas CP-675 y CP-733 de Volvariella
bombycina en diferentes sustratos sélidos suplementados con acido acetilsalicilico (AAS) 100 uM y 10 mM (n=5).
675PR24EC= CP-675/PHE+ Testigo/reposo/24 h/control. 675PA72E2= CP-675/PHE+ Testigo/agitacion/72 h.
675PR72E2= CP-675/PHE+ Testigo/reposo/72 h. 675PR24E3= CP-675/PHE+ Testigo/reposo/24 h/estandarizado.
675P100R24EC= CP-675/PHE+ AAS 100 pM/reposo/24 h/control. 675P100A72E2= CP-675/PHE+ AAS 100
uM/agitacion/72 h. 675P100R72E2= CP-675/PHE+ AAS 100 uM/reposo/72 h. 675P100R24E3= CP-675/PHE+ AAS
100 puM/reposo/24 h/estandarizado. 675P10R24EC= CP-675/PHE+ AAS 10 mM/reposo/24 h/control. 675P10A72E2=
CP-675/PHE+ AAS 10 mM/agitacion/72 h. 675P10R72E2= CP-675/PHE+ AAS 10 mM/reposo/72 h. 675P10R24E3=
CP-675/PHE+ AAS 10 mM/reposo/24 h/estandarizado. 675ER24E3= CP-675/Aserrin encino+ Testigo/reposo/24 h.
675E100R24E3= CP-675/Aserrin encino+ AAS 100 uM /reposo/24 h. 675E10R24E3= CP-675/Aserrin encino+ AAS
10 mM /reposo/24 h. 733ER24E3= CP-733/Aserrin encino+ Testigo/reposo/24 h. 733E100R24E3= CP-733/Aserrin
encino+ AAS 100 puM /reposo/24 h. 733E10R24E3= CP-733/Aserrin encino+ AAS 10 mM /reposo/24 h. 733BR24E3=
CP-733/Aserrin Bursera+ Testigo/reposo/24 h. *Medias con la misma letra son similares de acuerdo con la prueba de
Duncan a una P<0.05. EGL=51.
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En figura 103 se muestran los resultados de la actividad antioxidante de los
extractos preliminares y estandarizados, el analisis de varianza mostré una diferencia
significativa entre tratamientos con una F<0.0001 y R2=0.95. No se presentaron
diferencias significativas entre la actividad antioxidantes de los extractos preliminares
y estandarizados, sin embargo, los valores altos representativos se obtuvieron con la
cepa CP-675 cultivada en PHE+ Testigo en condicion de agitacién a las 72 h con
79.47%, la cepa CP-675 cultivada en PHE+ Testigo en condicion de reposo a las 72 h
obtuvo 75.99%, la cepa CP-675 cultivada en PHE+ AAS 100 uM en condicidon de
agitacion a las 72 h tuvo 80.64%, la cepa CP-675 cultivada en PHE+ AAS 100 uM en
condicién de reposo a las 72 h registré 78.47%, CP-675 cultivada en PHE+ AAS 10
mM en condicién de agitacion a las 72 h con 80.94%, y cultivada en PHE+ AAS 10 mM
en condicion de reposo a las 72 h registré 81.09%, colocandolos en el primer nivel de
significancia, por el contrario, los ultimos niveles de significancia se encontraron en los
extractos de la cepa CP-675 cultivada en paja hidratada estéril en testigo (PHE) en
condicion de reposo a las 24 h con 57.52%, el extracto de la cepa CP-733 cultivada en
aserrin de encino+ Testigo en condicion de reposo a las 24 h registré 49.44% y en

aserrin de Bursera+ Testigo en condicion de reposo a las 24 h con 52.41%.
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Figura 103. Actividad antioxidante (%) de los extractos preliminares y estandarizados de las cepas CP-675 y CP-733 de Volvariella

bombycina en diferentes sustratos sélidos suplementados con acido acetilsalicilico (AAS) 100 uM y 10 mM (n=5).
675PR24EC= CP-675/PHE+ Testigo/reposo/24 h/control. 675PA72E2= CP-675/PHE+ Testigo/agitacion/72 h.
675PR72E2= CP-675/PHE+ Testigo/reposo/72 h. 675PR24E3= CP-675/PHE+ Testigo/reposo/24 h/estandarizado.
675P100R24EC= CP-675/PHE+ AAS 100 pM/reposo/24 h/control. 675P100A72E2= CP-675/PHE+ AAS 100
puM/agitacion/72 h. 675P100R72E2= CP-675/PHE+ AAS 100 pM/reposo/72 h. 675P100R24E3= CP-675/PHE+ AAS
100 pM/reposo/24 h/estandarizado. 675P10R24EC= CP-675/PHE+ AAS 10 mM/reposo/24 h/control. 675P10A72E2=
CP-675/PHE+ AAS 10 mM/agitacion/72 h. 675P10R72E2= CP-675/PHE+ AAS 10 mM/reposo/72 h. 675P10R24E3=
CP-675/PHE+ AAS 10 mM/reposo/24 h/estandarizado. 675ER24E3= CP-675/Aserrin encino+ Testigo/reposo/24 h.
675E100R24E3= CP-675/Aserrin encino+ AAS 100 uM /reposo/24 h. 675E10R24E3= CP-675/Aserrin encino+ AAS
10 mM /reposo/24 h. 733ER24E3= CP-733/Aserrin encino+ Testigo/reposo/24 h. 733E100R24E3= CP-733/Aserrin
encino+ AAS 100 uM /reposo/24 h. 733E10R24E3= CP-733/Aserrin encino+ AAS 10 mM /reposo/24 h. 733BR24E3=
CP-733/Aserrin Bursera+ Testigo/reposo/24 h. *Medias con la misma letra son similares de acuerdo con la prueba de
Duncan a una P<0.05. EGL=56.
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8.10 Efecto bacteriostéatico en los extractos de la cepa CP-675 de V. bombycina

En el cuadro 16 se observan los niveles de microdilucion de los extractos de los
basidiocarpos cultivados en aserrin de encino (AE) y en paja hidratada estéril (PHE) en
sus tres tratamientos (testigo, AAS 100 uM y AAS 10 mM), en donde se evidencia el
efecto bacteriostatico sobre las bacterias S. agalactiae (CPB-4), E. coli (CPB-8) y P.
aeruginosa (CPB-13).

Cuadro 16. Nivel de microdilucion que demuestra el efecto bacteriostatico de los extractos

de la cepa CP-675 de Volvariella bombycina cultivada en aserrin de encino y
paja hidratada estéril.

ASERRIN ENCINO PAJA HIDRATADA ESTERIL

Registro  Especie Testigo AAS AAS 10 Testigo AAS 100 AAS 10
100 pM mM uM mM
CPB-4 Streptococcus agalactiae D5 D5 D4 D2 D5 D5
CPB-8 Escherichia coli D1 D1 D1 SE D1 SE
CPB-13  Pseudomonas aeruginosa SE SE D3 SE SE SE

AAS= Acido acetilsalicilico. D=Nivel de dilucién. SE=Sin efecto.

En el cuadro 17 se presentan las concentraciones de los extractos de los
basidiocarpos cultivados en aserrin de encino (AE) y en paja hidratada estéril (PHE) en
sus tres tratamientos (testigo, AAS 100 uM y AAS 10 mM), demostrando el efecto
bacteriostatico sobre las bacterias S. agalactiae (CPB-4), E. coli (CPB-8) y P. aeruginosa
(CPB-13). Se observo que en los extractos de los basidiocarpos cultivados en aserrin
de encino (AE) tienen mayor efecto bacteriostatico sobre la CPB-8 que los extractos de
los hongos cultivados en PHE, también tuvieron poco efecto sobre la CPB-4 y casi nulo
efecto bacteriostatico sobre la CPB-13.

Cuadro 17. Concentracion del extracto (mg/mL) que demuestra el efecto bacteriostatico de

los extractos de la cepa CP-675 de Volvariella bombycina cultivada en aserrin
de encino y paja hidratada estéril.

ASERRIN ENCINO PAJA HIDRATADA ESTERIL

Registro  Especie Testigo AAS AAS 10 Testigo AAS 100 AAS 10
100 uM mM UM mM
CPB-4 Streptococcus agalactiae 7.08 4.75 13.18 55.18 7.65 3.44
CPB-8 Escherichia coli 113.20 76.05 105.40 SE 122.35 SE
CPB-13 Pseudomonas aeruginosa SE SE 26.35 SE SE SE

AAS= Acido acetilsalicilico. D=Nivel de dilucién. SE=Sin efecto.
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En el cuadro 18 se observan los niveles de microdilucion de los extractos de los
basidiocarpos de la cepa CP-675 de V. bombycina cosechados en aserrin de encino
(AE) y en paja hidratada estéril (PHE) en sus tres tratamientos (testigo, AAS 100 uM y
AAS 10 mM), en donde se demuestra el efecto bactericida sobre las bacterias S.
agalactiae (CPB-4), E. coli (CPB-8) y P. aeruginosa (CPB-13).

Cuadro 18. Nivel de microdilucion en la que se confirma el efecto bactericida de los extractos

de la cepa CP-675 de Volvariella bombycina cultivada en aserrin de encino y
paja hidratada estéril.

ASERRIN ENCINO PAJA HIDRATADA ESTERIL

Registro Especie Testigo AAS 100 AAS Testigo AAS 100 AAS 10
UM 10 mM UM mM
CPB-4 Streptococcus agalactiae D5 D7 D4 D2 D5 D5
CPB-8 Escherichia coli SE SE SE SE SE SE
CPB-13 Pseudomonas aeruginosa SE SE SE SE SE SE

AAS= Acido acetilsalicilico. D=Nivel de dilucién. SE=Sin efecto.

Las concentraciones de los extractos de los basidiocarpos cultivados en aserrin
de encino (AE) y en paja hidratada estéril (PHE) en sus tres tratamientos (testigo, AAS
100 uM y AAS 10 mM) se muestran en el cuadro 19. Se puede observar que los
extractos de los basidiocarpos cultivados en paja hidratada estéril (PHE) y en aserrin de
encino (AE) presentan mayor efecto bactericida sobre CPB-4, por el contrario, no

presentan efecto bactericida sobre la CPB-8 y CPB-13.

Cuadro 19. Concentracion del extracto (mg/mL) que confirma el efecto bactericida de los
extractos de la cepa CP-675 de Volvariella bombycina cultivada en aserrin de
encino y paja hidratada estéril.

ASERRIN ENCINO PAJA HIDRATADA ESTERIL

Registro  Especie Testigo AAS  AAS 10 Testigo AAS 100 AAS 10
100 pM mM UM mM
CPB-4 Streptococcus agalactiae 7.08 2.38 13.18 55.18 7.65 6.87
CPB-8 Escherichia coli SE SE SE SE SE SE
CPB-13 Pseudomonas aeruginosa SE SE SE SE SE SE

AAS= Acido acetilsalicilico. D=Nivel de dilucién. SE=Sin efecto.

La concentracion inicial del extracto de la cepa CP-675 cultivada en aserrin
de encino en testigo (AE) sobre la bacteria S. agalactiae (CPB-4) fue de 226.40 mg/mL,
se tuvo un efecto bacteriostatico en la microdilucion cinco, la cual corresponde a una

concentracion de 7.08 mg/mL (Fig. 104).
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Figura 104. Efecto bacteriostatico del extracto de la cepa CP-675 de Volvariella bombycina
cultivada en aserrin de encino sobre la bacteria Streptococcus agalactiae (CPB-4).

La concentracion inicial del extracto de la cepa CP-675 cultivada en aserrin de
encino en testigo (AE) sobre la bacteria E. coli (CPB-8) fue de 226.40 mg/mL, y tuvo un
efecto bacteriostatico en la microdilucion uno, la cual corresponde a una concentracion
de 113.20 mg/mL (Fig. 105).
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Figura 105. Efecto bacteriostatico del extracto de la cepa CP-675 de Volvariella bombycina
cultivada en aserrin de encino sobre la bacteria Escherichia coli (CPB-8).

La concentracion inicial del extracto de la cepa CP-675 cultivada en aserrin de
encino en testigo (AE) sobre la bacteria P. aeruginosa (CPB-13) fue de 226.40 mg/mL,

no se tuvo un efecto bacteriostatico en ninguna microdilucién (Fig. 106).
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Figura 106. Efecto bacteriostatico del extracto de la cepa CP-675 de Volvariella bombycina
cultivada en aserrin de encino sobre la bacteria Pseudomonas aeruginosa (CPB-
13).

El efecto bacteriostatico del extracto de la cepa CP-675 cultivada en AE+ AAS
100 uM sobre la bacteria S. agalactiae (CPB-4) se presentd a una concentracion de
152.10 mg/mL, se encontré que hubo un efecto bacteriostatico en todas las diluciones
(Fig. 107).
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Figura 107. Efecto bacteriostatico del extracto de la cepa CP-675 de Volvariella bombycina
cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 100 uM sobre la bacteria
Streptococcus agalactiae (CPB-4).
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La concentracion inicial del extracto de la cepa CP-675 cultivada en AE+ AAS
100 uM sobre la bacteria E. coli (CPB-8) fue de 152.10 mg/mL, y tuvo un efecto
bacteriostatico en la microdilucion uno, la cual correspondié a una concentracion de
76.05 mg/mL (Fig. 108).
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Figura 108. Efecto bacteriostatico del extracto de la cepa CP-675 de Volvariella bombycina
cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 100 puM sobre la bacteria
Escherichia coli (CPB-8).

La concentracién inicial del extracto de la cepa CP-675 cultivada en AE+ AAS
100 uM sobre la bacteria P. aeruginosa (CPB-13) fue de 152.10 mg/mL, con efecto
bacteriostatico en la microdilucién cuatro, la cual corresponde a una concentracion de
9.51 mg/mL (Fig. 109).
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Figura 109. Efecto bacteriostatico del extracto de la cepa CP-675 de Volvariella bombycina
cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 100 puM sobre la bacteria
Pseudomonas aeruginosa (CPB-13).

Con respecto al extracto de la cepa CP-675 cultivada en AE+ AAS 10 mM sobre
la bacteria S. agalactiae (CPB-4) se presentd a una concentracion de 210.80 mg/mL,
con un efecto bacteriostatico hasta la microdilucion cuatro, la cual correspondié a una

concentracion de 13.18 mg/mL (Fig. 110).
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Figura 110. Efecto bacteriostatico del extracto de la cepa CP-675 de Volvariella bombycina

cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM sobre la bacteria
Streptococcus agalactiae (CPB-4).
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La concentracion inicial del extracto de la cepa CP-675 cultivada en AE+ AAS 10
mM sobre la bacteria E. coli (CPB-8) fue de 210.80 mg/mL, se tuvo un efecto
bacteriostatico en la microdilucién uno, la cual corresponde a una concentracion de
105.40 mg/mL (Fig. 111).
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Figura 111. Efecto bacteriostatico del extracto de la cepa CP-675 de Volvariella bombycina
cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM sobre la bacteria
Escherichia coli (CPB-8).

La propiedad del extracto de la cepa CP-675 cultivada en AE+ AAS 10 mM sobre
la bacteria P. aeruginosa (CPB-13) fue de 210.80 mg/mL, con un efecto bacteriostéatico
en la microdilucién tres, la cual corresponde a una concentracion de 26.35 mg/mL (Fig.
112).
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Figura 112. Efecto bacteriostatico del extracto de la cepa CP-675 de Volvariella bombycina

cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM sobre la bacteria
Pseudomonas aeruginosa (CPB-13).
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Con respecto al extracto de la cepa CP-675 cultivada en paja hidratada estéril en
testigo (PHE) sobre la bacteria S. agalactiae (CPB-4), con concentracion inicial de
220.70 mg/mL, y efecto bacteriostatico en la microdilucion dos, con una concentracion
de 55.18 mg/mL (Fig. 113).
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Figura 113. Efecto bacteriostatico del extracto de la cepa CP-675 de Volvariella bombycina
cultivada en paja hidratada estéril sobre la bacteria Streptococcus agalactiae (CPB-
4).

La concentracion inicial del extracto de la cepa CP-675 cultivada en paja
hidratada estéril en testigo (PHE) sobre la bacteria E. coli (CPB-8) fue de 220.70 mg/mL,
no se tuvo un efecto bacteriostatico en ninguna dilucién (Fig. 114).
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Figura 114. Efecto bacteriostatico del extracto de la cepa CP-675 de Volvariella bombycina
cultivada en paja hidratada estéril sobre la bacteria Escherichia coli (CPB-8).
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El extracto de la cepa CP-675 cultivada en paja hidratada estéril en testigo (PHE)
sobre la bacteria P. aeruginosa (CPB-13) inicialemente tuvo una concentracion de
220.70 mg/mL, no tuvo ningun efecto en dicha bacteria (Fig. 115).
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Figura 115. Efecto bacteriostatico del extracto de la cepa CP-675 de Volvariella bombycina
cultivada en paja hidratada estéril sobre la bacteria Pseudomonas aeruginosa (CPB-
13).

La concentracion inicial del extracto de la cepa CP-675 cultivada en PHE+ AAS
100 uM fue de 244.70 mg/mL. El efecto bacterisotatico sobre la bacteria S. agalactiae
(CPB-4), se present6 hasta la microdilucion cinco, la cual correspondi6 a una
concentracion de 7.65 mg/mL (Fig. 116).
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Figura 116. Efecto bacteriostatico del extracto de la cepa CP-675 de Volvariella bombycina

cultivada en paja hidratada estéril suplementado con AAS 100 uM sobre la bacteria
Streptococcus agalactiae (CPB-4).
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Inicialmente la concentracién del extracto de la cepa CP-675 cultivada en PHE+
AAS 100 pM fue de 244.70 mg/mL, se tuvo un efecto bacteriostatico sobre la bacteria
E. coli (CPB-8) en la microdilucién uno, la cual correspondié a una concentracion de
122.35 mg/mL (Fig. 117).
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Figura 117. Efecto bacteriostatico del extracto de la cepa CP-675 de Volvariella bombycina
cultivada en paja hidratada estéril suplementado con AAS 100 uM sobre la bacteria
Escherichia coli (CPB-8).

Con una concentracion inicial del extracto de 244.70 mg/mL de la cepa CP-675
cultivada en PHE+ AAS 100 uM se probd la efectividad sobre la bacteria P. aeruginosa
(CPB-13) fue, sin embargo, no se tuvo un efecto bacteriostatico en ninguna
microdilucién (Fig. 118).

1.0E+10
1.0E+09
1.0E+08
1.0E+07
1.0E+06
1.0E+05
1.0E+04
1.0E+03
1.0E+02
1.0E+01
1.0E+00 *=

FICPB-13
8 Ctrl.
mBco.

[ S i, S S S

S i T ]
NNNTnmnng——""
AR
eSS  BeS S S St ]

Crecimiento bacteriano
(UFC/mL)

7
(97 ‘

Concentracion del extracto (mg/mL)

Figura 118. Efecto bacteriostatico del extracto de la cepa CP-675 de Volvariella bombycina
cultivada en paja hidratada estéril suplementado con AAS 100 uM sobre la bacteria
Pseudomonas aeruginosa (CPB-13).
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El extracto de la cepa CP-675 cultivada en PHE+ AAS 10 mM sobre la bacteria
S. agalactiae (CPB-4) tuvo una concentracion inicial de 219.90 mg/mL, se encontro que

hubo un efecto bacteriostatico en todas las microdiluciones (Fig. 119).
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Figura 119. Efecto bacteriostatico del extracto de la cepa CP-675 de Volvariella bombycina
cultivada en paja hidratada estéril suplementado con AAS 10 mM sobre la bacteria
Streptococcus agalactiae (CPB-4).

No se tuvo un efecto bacteriostatico en ninguna microdilucién sobre la bacteria
E. coli. La concentracion inicial del extracto de la cepa CP-675 cultivada en PHE+ AAS
10 mM (CPB-8) fue de 219.90 mg/mL (Fig. 120).
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Figura 120. Efecto bacteriostatico del extracto de la cepa CP-675 de Volvariella bombycina
cultivada en paja hidratada estéril suplementado con AAS 10 mM sobre la bacteria
Escherichia coli (CPB-8).
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La concentracion inicial del extracto de la cepa CP-675 cultivada en PHE+ AAS

10 mM sobre la bacteria P. aeruginosa (CPB-13) fue de 219.90 mg/mL, tampoco tuvo

un efecto bacteriostatico en ninguna microdilucion (Fig. 121).
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Figura 121. Efecto bacteriostatico del extracto de la cepa CP-675 de Volvariella bombycina
cultivada en paja hidratada estéril suplementado con AAS 10 mM sobre la bacteria
Pseudomonas aeruginosa (CPB-13).
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8.11 Efecto bacteriostatico en los extractos de la cepa CP-733 de V. bombycina

En el cuadro 20 se observan los niveles de microdilucion de los extractos de los
basidiocarpos cultivados en aserrin de encino (AE) en sus tres tratamientos (testigo,
AAS 100 uM y AAS 10 mM) y aserrin de Bursera (AB) en testigo, en donde se evidencia
el efecto bacteriostatico sobre las bacterias S. agalactiae (CPB-4), E. coli (CPB-8) y P.
aeruginosa (CPB-13).

Cuadro 20. Nivel de microdilucién que demuestra el efecto bacteriostatico de los extractos

de la cepa CP-733 de Volvariella bombycina cultivada en aserrin de encino y
aserrin de Bursera.

ASERRIN ENCINO ASERRIN BURSERA
Registro Especie Testigo AAS 100 AAS 10 Testigo AAS 100 AAS 10
UM mM UM mM
CPB-4 Streptococcus agalactiae D6 D6 D6 D5 SM SM
CPB-8 Escherichia coli D1 D1 D1 D1 SM SM
CPB-13 Pseudomonas aeruginosa D3 D2 SE D3 SM SM

AAS= Acido acetilsalicilico. D=Nivel de dilucién. SM=Sin Muestra.

En el cuadro 21 se presentan las concentraciones de los extractos de los
basidiocarpos cultivados en aserrin de encino (AE) en sus tres tratamientos (testigo,
AAS 100 uM y AAS 10 mM) y aserrin de Bursera (AB) en testigo, demostrando el efecto
bacteriostatico sobre las bacterias S. agalactiae (CPB-4), E. coli (CPB-8) y P. aeruginosa
(CPB-13), se observé que en los extractos de los basidiocarpos cultivados en aserrin
de encino (AE) tuvieron mayor efecto sobre la CPB-8 y poco efecto sobre la CPB-4 vy la
CPB-13; en AB presentd mayor efecto sobre la CPB-8 que en las dos cepas bacterianas
restantes (CPB-4 y CPB-13).

Cuadro 21. Concentracion del extracto (mg/mL) que demuestra el efecto bacteriostatico de

los extractos de la cepa CP-733 de Volvariella bombycina cultivada en aserrin
de encino y aserrin de Bursera.

ASERRIN ENCINO ASERRIN BURSERA
Registro Especie Testigo AAS AAS 10 Testigo AAS 100 AAS 10
100 uM mM UM mM
CPB-4 Streptococcus agalactiae 3.70 3.54 3.85 8.20 SM SM
CPB-8 Escherichia coli 118.35 113.25 123.30 131.15 SM SM
CPB-13 Pseudomonas aeruginosa 29.59 56.63 SE 32.79 SM SM

AAS= Acido acetilsalicilico. D=Nivel de dilucién. SE=Sin efecto. SM=Sin muestra.
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En el cuadro 22 se observan los niveles de microdilucion de los extractos de los
basidiocarpos de la cepa CP-733 de V. bombycina cosechados en aserrin de encino
(AE) en sus tres tratamientos (testigo, AAS 100 uM y AAS 10 mM) y aserrin de Bursera
(AB) en testigo, en donde se demuestra el efecto bactericida sobre tres tipos de
bacterias: S. agalactiae (CPB-4), E. coli (CPB-8) y P. aeruginosa (CPB-13).

Cuadro 22. Nivel de microdilucion en la que se confirma el efecto bactericida de los

extractos de la cepa CP-733 de Volvariella bombycina cultivada en aserrin de
encino y aserrin de Bursera.

ASERRIN ENCINO ASERRIN BURSERA
Registro  Especie Testigo AAS AAS 10 Testigo AAS 100 AAS 10
100 uM mM UM mM
CPB-4 Streptococcus agalactiae D6 D6 D5 D6 SM SM
CPB-8 Escherichia coli SE SE SE SE SM SM
CPB-13 Pseudomonas aeruginosa SE SE SE SE SM SM

AAS= Acido acetilsalicilico. D=Nivel de dilucién. SE=Sin efecto. SM=Sin muestra

Las concentraciones de los extractos de los basidiocarpos cultivados en aserrin
de encino (AE) en sus tres tratamientos (testigo, AAS 100 uM y AAS 10 mM) y aserrin
de Bursera (AB) en testigo se muestran en el cuadro 23. Se puede observar el efecto
bactericida sobre tres tipos de bacterias: S. agalactiae (CPB-4), E. coli (CPB-8) y P.
aeruginosa (CPB-13), se pudo demostar que en los extractos de los basidiocarpos
cultivados en aserrin de encino (AE) presentan mayor efecto bactericida sobre CPB-4,
por el contrario, no presentan efecto bactericida sobre la CPB-8 y CPB-13; en el caso
del AB en testigo tuvo efecto bactericida sobre la CPB-4 y ningun efecto sobre la CPB-
8 y CPB-13.

Cuadro 23. Concentracion del extracto (mg/mL) que confirma el efecto bactericida de los
extractos de la cepa CP-733 de Volvariella bombycina cultivada en aserrin de
encino y aserrin de Bursera.

ASERRIN ENCINO ASERRIN BURSERA
Registro  Especie Testigo AAS  AAS 10 Testigo AAS 100 AAS 10
100 uM mM uM mM
CPB-4 Streptococcus agalactiae 3.70 3.54 7.71 410 SM SM
CPB-8 Escherichia coli SE SE SE SE SM SM
CPB-13  Pseudomonas aeruginosa SE SE SE SE SM SM

AAS= Acido acetilsalicilico. D=Nivel de dilucién. SE=Sin efecto. SM=Sin muestra.
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La concentracion inicial del extracto de la cepa CP-733 cultivada en aserrin de
encino en testigo (AE) sobre la bacteria S. agalactiae (CPB-4) fue de 236.70 mg/mL, se
tuvo un efecto bacteriostatico en la microdilucion seis, la cual corresponde a una

concentracion de 3.70 mg/mL (Fig. 122).
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Figura 122. Efecto bacteriostatico del extracto de la cepa CP-733 de Volvariella bombycina
cultivada en aserrin de encino sobre la bacteria Streptococcus agalactiae (CPB-4).

La concentracion inicial del extracto de la cepa CP-733 cultivada en aserrin de
encino en testigo (AE) sobre la bacteria E. coli (CPB-8) fue de 236.70 mg/mL, y tuvo un
efecto bacteriostatico en la microdilucion uno, la cual corresponde a una concentracion
de 118.35 mg/mL (Fig. 123).
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Figura 123. Efecto bacteriostatico del extracto de la cepa CP-733 de Volvariella bombycina
cultivada en aserrin de encino sobre la bacteria Escherichia coli (CPB-8).
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La concentracion inicial del extracto de la cepa CP-733 cultivada en aserrin de
encino en testigo (AE) sobre la bacteria P. aeruginosa (CPB-13) fue de 236.70 mg/mL,
se tuvo un efecto bacteriostatico en la microdilucion tres, la cual corresponde a una

concentracion de 29.59 mg/mL (Fig. 124).
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Figura 124. Efecto bacteriostatico del extracto de la cepa CP-733 de Volvariella bombycina
cultivada en aserrin de encino sobre la bacteria Pseudomonas aeruginosa (CPB-
13).

La concentracion inicial del extracto de la cepa CP-733 cultivada en AE+ AAS
100 uM sobre la bacteria S. agalactiae (CPB-4) fue de 226.50 mg/mL, y tuvo un efecto
bacteriostatico en la microdilucién seis, la cual corresponde a una concentracion de 3.54
mg/mL (Fig. 125).
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Figura 125. Efecto bacteriostatico del extracto de la cepa CP-733 de Volvariella bombycina
cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 100 uM sobre la bacteria

Streptococcus agalactiae (CPB-4).
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El efecto bacteriostatico del extracto de la cepa CP-733 cultivada en AE+ AAS
100 uM sobre la bacteria E. coli (CPB-8) se presenté a una concentracion de 226.50
mg/mL, se encontré que tuvo un efecto bacteriostatico en la microdilucién uno, la cual

corresponde a una concentracion de 113.25 mg/mL (Fig. 126).

o 1.0E+10

8 1.0E+08 4= 7RI N

3 VN EEE

S 1.0E+06 = e e e Ve

© [ = P‘E ’E = 55

o £ 7= = H

20O 10E+04 7= gg - 7 7 [ CPB-8

c L = = A (A E

83 e B2 2L DT acul.

8 10e+00 - E s B 75 . " Beo.
D fo) N © D [ A

© WP % 22 N 4 8 I S

%G
Concentracién del extracto (mg/mL)

Figura 126. Efecto bacteriostatico del extracto de la cepa CP-733 de Volvariella bombycina
cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 100 uM sobre la bacteria
Escherichia coli (CPB-8).

La concentracion inicial del extracto de la cepa CP-733 cultivada en AE+ AAS
100 uM sobre la bacteria P. aeruginosa (CPB-13) fue de 226.50 mg/mL, y tuvo un efecto
bacteriostatico en la microdilucion dos, la cual correspondié a una concentracion de
56.63 mg/mL (Fig. 127).
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Figura 127. Efecto bacteriostatico del extracto de la cepa CP-733 de Volvariella bombycina

cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 100 puM sobre la bacteria
Pseudomonas aeruginosa (CPB-13).
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Con respecto al extracto de la cepa CP-733 cultivada en AE+ AAS 10 mM sobre
la bacteria S. agalactiae (CPB-4) se presentd a una concentracion de 246.60 mg/mL,
con un efecto bacteriostatico hasta la microdilucion seis, la cual correspondié a una

concentracion de 3.85 mg/mL (Fig. 128).
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Figura 128. Efecto bacteriostatico del extracto de la cepa CP-733 de Volvariella bombycina
cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM sobre la bacteria
Streptococcus agalactiae (CPB-4).

Inicialmente la concentracion del extracto de la cepa CP-733 cultivada en AE+
AAS 10 mM sobre la bacteria E. coli (CPB-8) fue de 246.60 mg/mL, se tuvo un efecto
bacteriostatico en la microdiluciéon uno, la cual corresponde a una concentracion de
123.30 mg/mL (Fig. 129).
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Figura 129. Efecto bacteriostatico del extracto de la cepa CP-733 de Volvariella bombycina

cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM sobre la bacteria
Escherichia coli (CPB-8).
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La propiedad del extracto de la cepa CP-733 cultivada en AE+ AAS 10 mM sobre
la bacteria P. aeruginosa (CPB-13) fue de 246.60 mg/mL, con un efecto bacteriostatico
en la microdilucién dos, la cual corresponde a una concentracion de 61.65 mg/mL (Fig.
130).
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Figura 130. Efecto bacteriostatico del extracto de la cepa CP-733 de Volvariella bombycina
cultivada en aserrin de encino suplementado con AAS 10 mM sobre la bacteria
Pseudomonas aeruginosa (CPB-13).

Con respecto al extracto de la CP-733 cultivada en aserrin de Bursera en testigo
(AB) sobre la bacteria S. agalactiae (CPB-4), con una concentracion inicial de 262.30
mg/mL, y efecto bacteriostéatico en la microdilucién cinco, con una concentracion de 8.20
mg/mL (Fig. 131).
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Figura 131. Efecto bacteriostatico del extracto de la cepa CP-733 de Volvariella bombycina
cultivada en aserrin de Bursera sobre la bacteria Streptococcus agalactiae (CPB-4).
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Con una concentracion inicial del extracto de la cepa CP-733 cultivada en aserrin
de Bursera en testigo (AB) sobre la bacteria E. coli (CPB-8) fue de 262.30 mg/mL, se
tuvo un efecto bacteriostatico en la microdilucion uno, la cual corresponde a una
concentracion de 131.15 mg/mL (Fig. 132).
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Figura 132. Efecto bacteriostatico del extracto de la cepa CP-733 de Volvariella bombycina
cultivada en aserrin de Bursera sobre la bacteria Escherichia coli (CPB-8).

El extracto de la cepa CP-733 cultivada en aserrin de Bursera en testigo (AB)
sobre la bacteria P. aeruginosa (CPB-13) inicialmente tuvo una concentracion de 262.30
mg/mL, y efecto bacteriostatico en la microdilucion tres, la cual correspondié a una

concentracion de 32.79 mg/mL (Fig. 133).
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Figura 133. Efecto bacteriostatico del extracto de la cepa CP-733 de Volvariella bombycina
cultivada en aserrin de Bursera sobre Pseudomonas aeruginosa (CPB-13).
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8.12 Efecto bactericida en los extractos de la cepa CP-675 de V. bombycina

Las cepas bacterianas utilizadas para determinar el efecto bactericida del extracto de la
cepa CP-675 de V. bombycina cultivada en aserrin de encino en testigo (AE) se
muestran en el cuadro 24. Se tuvo un efecto bactericida sobre la bacteria S. agalactiae
(CPB-4) en la microdilucion cinco a las 24 h de incubacién, la cual corresponde a una
concentracion de 7.08 mg/mL, iniciando con una concentracion de 226.40 mg/mL, sin
embargo, no se presento efecto bactericida sobre E. coli (CPB-8) y P. aeruginosa (CPB-
13) de acuerdo a lo obtenido en las tres réplicas de cajas Petri por cepa bacteriana con

medio Mueller Hinton en la prueba de “pastel”.

Cuadro 24. Efecto bactericida del extracto de la CP-675 de Volvariella bombycina en
aserrin de encino en testigo (AE) en tres cepas de bacterias.

Nivel de Concentracion
Registro Especie microdilucién del extracto Microdiluciones (24 h de incubacion)
bactericida (mg/mL)

Streptococcus

CPB-4 ) D5 7.08
agalactiae

CPB-8 ES(_:her|ch|a SE SE
coli

cpg-13  -seudomonas SE SE
aeruginosa

D=Nivel de dilucién. SE=Sin efecto.

En el cuadro 25 se muestran las cepas bacterianas utilizadas para determinar el
efecto bactericida del extracto de la cepa CP-675 de V. bombycina cultivada en AE+
AAS 100 uM. Se present6 un efecto bactericida sobre la bacteria S. agalactiae (CPB-4)
en la microdilucion seis a las 24 h de incubacion, la cual correspondi6 a una
concentracion de 2.38 mg/mL partiendo de una concentracion inicial de 152.10 mg/mL,

por el contrario, no se presentaron efectos bactericidas sobre E. coli (CPB-8) y P.
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aeruginosa (CPB-13) en las tres réplicas de cajas Petri realizada a cada cepa bacteriana

en la prueba de “pastel’” con medio Mueller Hinton.

Cuadro 25. Efecto bactericida del extracto de la CP-675 de Volvariella bombycina en
aserrin de encino adicionado con &cido acetilsalicilico (AAS) 100 uM en tres
cepas de bacterias.

Nivel de Concentraciéon
Registro Especie microdilucién del extracto Microdiluciones (24 h de incubacion)
bactericida (mg/mL)

CPB-4 Streptopoccus D6 2.38
agalactiae

CPB-8 Escherichia SE SE
coli

CPB-13 Pseudpmonas SE SE
aeruginosa

D=Nivel de dilucién. SE=Sin efecto.

El cuadro 26 muestra las cepas bacterianas utilizadas para determinar el efecto
bactericida del extracto de la cepa CP-675 de V. bombycina cultivada en AE+ AAS 10
mM. Se tuvo un efecto bactericida sobre la bacteria S. agalactiae (CPB-4) en la
microdilucién cuatro a las 24 h de incubacion, la cual correspondié a una concentracion
de 13.18 mg/mL (concentraciéon inicial de 210.80 mg/mL). No se presenté efecto
bactericida sobre E. coli (CPB-8) y P. aeruginosa (CPB-13), en las tres réplicas de cajas

Petri realizada a cada cepa bacteriana en la prueba “pastel” con medio Mueller Hinton.
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Cuadro 26. Efecto bactericida del extracto de la CP-675 de Volvariella bombycina en
aserrin de encino adicionado con acido acetilsalicilico (AAS) 10 mM en tres
cepas de bacterias.

Nivel de Concentracion
Registro Especie microdilucién del extracto Microdiluciones (24 h de incubacion)
bactericida (mg/mL)
Streptococcus
- . D4 13.18

cPB-4 agalactiae

CPB-8 Esc_:her|ch|a SE SE
coli

CPB-13 Pseucjomonas SE SE
aeruginosa

D=Nivel de dilucién. SE=Sin efecto.

Las cepas bacterianas utilizadas para determinar el efecto bactericida del
extracto de la cepa CP-675 de V. bombycina cultivada en paja hidratada estéril en
testigo (PHE) se observan en el cuadro 27. El efecto bactericida sobre la bacteria S.
agalactiae (CPB-4) se observo en la microdilucion dos a las 24 h de incubacion, la cual
correspondi6 a una concentracion de 55.18 mg/mL con concentracion inicial de 220.70
mg/mL, desafortunadamente, no se presentd efecto bactericida sobre E. coli (CPB-8) y
P. aeruginosa (CPB-13) en las tres réplicas de cajas Petri realizada a cada cepa

bacteriana en la prueba de “pastel” con medio Mueller Hinton.
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Cuadro 27. Efecto bactericida del extracto de la CP-675 de Volvariella bombycina en paja
hidratada estéril en testigo (PHE) en tres cepas de bacterias.

Nivel de Concentracion
Registro Especie microdilucion  del extracto Microdiluciones (24 h de incubacion)
bactericida (mg/mL)
CPB-4 Strepto_coccus D2 5518
agalactiae
CPB-8 Esgher|ch|a SE SE
coli
CPB-13 Pseudpmonas SE SE
aeruginosa

D=Nivel de dilucién. SE=Sin efecto.

En el cuadro 28 se muestran las cepas bacterianas utilizadas para determinar el
efecto bactericida del extracto de la cepa CP-675 de V. bombycina cultivada en PHE+
AAS 100 pM, en donde se tuvo un efecto bactericida sobre la bacteria S. agalactiae
(CPB-4) en la microdilucion cinco a las 24 h de incubacién, la cual corresponde a una
concentracion de 7.65 mg/mL de la concentracion inicial de 244.70 mg/mL, por el
contrario, no se present6 efecto bactericida sobre E. coli (CPB-8) y P. aeruginosa (CPB-
13) de acuerdo a lo obtenido en las tres réplicas de cajas Petri por cepa bacteriana con

medio Mueller Hinton en la prueba de “pastel”.
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Cuadro 28. Efecto bactericida del extracto de la CP-675 de Volvariella bombycina en
paja hidratada estéril adicionada con acido acetilsalicilico (AAS) 100 uM en
tres cepas de bacterias.

Nivel de Concentracion
Registro Especie microdilucién del extracto Microdiluciones (24 h de incubacién)
bactericida (mg/mL)

Streptococcus

. ) D 7.

CPB-4 agalactiae 5 65

CPB-8 Esc_:herichia SE SE
coli

CPB-13 Pseudomonas SE SE
aeruginosa

D=Nivel de dilucién. SE=Sin efecto.

Las cepas bacterianas utilizadas para determinar el efecto bactericida del
extracto de la cepa CP-675 de V. bombycina cultivada en PHE+ AAS 10 mM se pueden
observar en el cuadro 29. El efecto bactericida sobre la bacteria S. agalactiae (CPB-4)
fue en la microdilucion cinco a las 24 h de incubacion, la cual corresponde a una
concentracion de 6.87 mg/mL. Sin efecto bactericida sobre E. coli (CPB-8) y P.
aeruginosa (CPB-13), en las tres réplicas de cajas Petri realizada a cada cepa

bacteriana en la prueba de “pastel” con medio Mueller Hinton.
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Cuadro 29. Efecto bactericida del extracto de la CP-675 de Volvariella bombycina en
paja hidratada estéril adicionada con &cido acetilsalicilico (AAS) 10 mM en
tres cepas de bacterias.

Nivel de Concentracion
Registro Especie microdilucion del extracto Microdiluciones (24 h de incubacién)
bactericida (mg/mL)
CPB-4 Streptopoccus D5 6.87
agalactiae
CPB-8 Esc_:her|ch|a SE SE
coli
CPB-13 Pseudpmonas SE SE
aeruginosa

D=Nivel de dilucién. SE=Sin efecto.
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8.13 Efecto bactericida en los extractos de la cepa CP-733 de V. bombycina

Las cepas bacterianas utilizadas para determinar el efecto bactericida del extracto de la
cepa CP-733 de V. bombycina cultivada en aserrin de encino en testigo (AE) se
muestran en el cuadro 30. Se tuvo un efecto bactericida sobre la bacteria S. agalactiae
(CPB-4) en la microdilucion siete a las 24 h de incubacion, la cual corresponde a una
concentracion de 3.70 mg/mL, iniciando con una concentracion de 236.70 mg/mL, sin
embargo, no se presentd efecto bactericida sobre E. coli (CPB-8) y P. aeruginosa (CPB-
13) de acuerdo a lo obtenido en las tres réplicas de cajas Petri por cepa bacteriana con

medio Mueller Hinton en la prueba de “pastel”.

Cuadro 30. Efecto bactericida del extracto de la CP-733 de Volvariella bombycina en
aserrin de encino en testigo (AE) en tres cepas de bacterias.

Nivel de Concentracion
Registro Especie microdilucién del extracto Microdiluciones (24 h de incubacion)
bactericida (mg/mL)

CPB-4 Strepto_coccus D7 3.70
agalactiae
CPB-8 Escherichia SE SE
coli
Pseudomonas
- . E E
CPB-13 aeruginosa S S

D=Nivel de dilucién. SE=Sin efecto.

En el cuadro 31 se muestran las cepas bacterianas utilizadas para determinar el
efecto bactericida del extracto de la cepa CP-733 de V. bombycina cultivada en AE+
AAS 100 uM. Se present6 un efecto bactericida sobre la bacteria S. agalactiae (CPB-4)
en la microdilucion seis a las 24 h de incubacién, la cual correspondié a una
concentracion de 3.54 mg/mL partiendo de la concentracion inicial de 226.50 mg/mL,

por el contrario, no se presentaron efectos bactericidas sobre E. coli (CPB-8) y P.
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aeruginosa (CPB-13) en las tres réplicas de cajas Petri realizada a cada cepa bacteriana
en la prueba de “pastel’” con medio Mueller Hinton.
Cuadro 31. Efecto bactericida del extracto de la CP-733 de Volvariella bombycina en

aserrin de encino adicionado con &cido acetilsalicilico (AAS) 100 uM en tres
cepas de bacterias.

Nivel de Concentracion
Registro Especie microdilucion del extracto Microdiluciones (24 h de incubacion)
bactericida (mg/mL)

CPB-4 Streptopoccus D6 3.54
agalactiae

CPB-8 Esc_:herichia SE SE
coli

CPB-13 Pseucjomonas SE SE
aeruginosa

D=Nivel de dilucién. SE=Sin efecto.

El cuadro 32 muestra las cepas bacterianas utilizadas para determinar el efecto
bactericida del extracto de la cepa CP-733 de V. bombycina cultivada en AE+ AAS 10
mM. Se tuvo un efecto bactericida sobre la bacteria S. agalactiae (CPB-4) en la
microdilucién cinco a las 24 h de incubacién, la cual correspondi6 a una concentracion
de 7.71 mg/mL (concentracion inicial de 246.60 mg/mL). No se presentd efecto
bactericida sobre E. coli (CPB-8) y P. aeruginosa (CPB-13), en las tres réplicas de cajas
Petri realizada a cada cepa bacteriana en la prueba de “pastel” con medio Mueller

Hinton.
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Cuadro 32. Efecto bactericida del extracto de la CP-733 de Volvariella bombycina en
aserrin de encino adicionado con &acido acetilsalicilico (AAS) 10 mM en tres
cepas de bacterias.

Nivel de Concentracion
Registro Especie microdilucion del extracto Microdiluciones (24 h de incubacién)
bactericida (mg/mL)
CPB-4 Streptopoccus D5 771
agalactiae
CPB-8 ES(_:her|ch|a SE SE
coli
cpe-13 [ seudomonas SE SE
aeruginosa

D=Nivel de dilucién. SE=Sin efecto.

Las cepas bacterianas utilizadas para determinar el efecto bactericida del
extracto de la cepa CP-733 de V. bombycina cultivada en aserrin de Bursera en testigo
(AB) se observan en el cuadro 33. El efecto bactericida sobre la bacteria S. agalactiae
(CPB-4) se observé en la microdilucién seis a las 24 h de incubacion, la cual
correspondié a una concentracion de 4.10 mg/mL con concentracion inicial de 262.30
mg/mL, desafortunadamente, no se presentd efecto bactericida sobre E. coli (CPB-8) y
P. aeruginosa (CPB-13) en las tres réplicas de cajas Petri realizada a cada cepa

bacteriana en la prueba de “pastel” con medio Mueller Hinton.
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Cuadro 33. Efecto bactericida del extracto de la CP-733 de Volvariella bombycina en
aserrin de Bursera en testigo (AB) en tres cepas de bacterias.

Nivel de Concentracion
Registro Especie microdilucion del extracto Microdiluciones (24 h de incubacién)
bactericida (mg/mL)

CPB-4 Streptopoccus D6 4.10

agalactiae
CPB-8 Esghenchla SE SE

coli
CPB-13 Pseud_omonas SE SE

aeruginosa

D=Nivel de dilucién SE=Sin efecto.
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IX. DISCUSION

Esta investigacion tuvo como propdsito el cultivo, desarrollo y fructificacion de dos cepas
de la especie de V. bombycina en paja de trigo, aserrin de encino y aserrin de palo
mulato (Bursera), en los ultimos dos sustratos no existen registros que hayan sido
utilizados para la fructificacion de esta especie. Se identificaron los factores fisicos,
guimicos y biolégicos que intervienen en el método de extraccion hidroalcohdlica de
compuestos bioactivos de hongos comestibles y funcionales, utilizado en esta

investigacion.

Se registro la biomasa fresca producida para las cepas CP-675 y CP-733 de V.
bombycina, en donde la mayor produccion se obtuvo en la cepa CP-733 en aserrin de
Bursera testigo (AB) con 110 g, y en aserrin de encino testigo (AE) con 88.42 g para la
misma cepa. Renddn-Hernandez (2015), reporté 81.27 g a 95.97 g en la cepa CP-675
de V. bombycina en paja hidratada estéril (PHE) en tres tratamientos (testigo, AAS 100

MMy AAS 10 mM), valores inferiores a los obtenidos en esta investigacion.

La cepa CP-675 cultivada en paja hidratada estéril (PHE) y aserrin de encino
(AE) en tres diferentes tratamientos (testigo, AAS 100 uM y AAS 10 mM) obtuvo la
mayor eficiencia bioldgica con 19.46% en el sustrato PHE, mientras que en AE presento
eficiencias bajas en un rango de 6.31% a 11.23%, por otro lado, la cepa CP-733
cultivada en AE y aserrin de Bursera (AB); presenté la mayor eficiencia biol6gica en AE
con 8.84%. En el caso del indice de degradacién (ID) los valores mayores se obtuvieron
en la cepa CP-675 en el tratamiento AE+ AAS 100 uM con 11.14+0.17% y para la cepa
CP-733 un 10.37+1.47% en aserrin de encino en testigo (AE), por lo tanto, la cepa CP-
675 fue la que mejor degrada los desechos agroindustriales, principalmente el aserrin
de encino. Renddn-Hernandez (2015), reporto6 eficiencias bioldgicas entre 28%-33.5%
en PHE en tres tratamientos (testigo, AAS 100 uM y AAS 10 mM) e ID de los 11.20 a
19.80% estos datos tienen similitud con los datos obtenidos en este proyecto. Julian-
Carlos (2006), cultivd V. volvacea en residuos de la cosecha de platano y paja de
cebada, obteniendo 25.6% en paja de cebada y 19.5% de los pseudotallos del platano,
Salmones et al. (1996), obtuvo eficiencias bioldgicas de 33.8% en paja de arroz, 15%

en pulpa de café, 7.8% en bagazo de henequén y 6.2% en bracteas de la corona de la
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pifia al cultivar dos cepas mexicanas de V. volvacea, por lo tanto, las eficiencias
biolégicas obtenidas en esta investigacion fueron menores a los trabajos ya existentes,
ya que no se obtuvieron cosechas abundantes y regulares debido al manejo de los

sustratos.

De acuerdo con los resultados de esta investigacion, los macerados de los
basidiocarpos de la cepa CP-675 cultivada en paja hidratada estéril (PHE) en
condiciones de agitacion y reposo y sus tratamientos (testigo, AAS 100 uM y AAS 10
mM) obtuvieron los mejores rendimientos en la condicién en agitacion a las 72 h con
33.25 mg/mL en PHE+ AAS 10 mM, seguido de la condicién en reposo a las 48 h con
31.90 mg/mL del mismo tratamiento. Para los macerados de los basidiocarpos de las
cepas CP-675 y CP-733 de V. bombycina cultivadas en sustratos sélidos
suplementados con AAS en dos concentraciones (100 uM y 10 mM) tuvieron un rango
de 15.12 a 19.16 mg/mL rendimiento. En los macerados de la cepa CP-675 los mejores
rendimientos se registraron en el sustrato PHE (testigo, AAS 100 uM y AAS 10 mM) con
un rango de 16.04 a 18.48 mg/mL, rendimientos mayores que los obtenidos en el

sustrato AE donde se obtuvo un rendimiento de 13.48 a 17.24 mg/mL.

El rendimiento de los extractos de los basidiocarpos de la cepa CP-675 de V.
bombycina cosechados en PHE tanto en testigo, AAS 100 uM y AAS 10 mM fue de
263.33 mg/mL condicion en reposo a las 72 h , sin embargo, se obtuvieron valores por
encima de los 260 mg/mL en condicion de agitacion en los tratamientos con AAS en las
dos concentraciones a las 72 h, observando que a mayor concentracién de AAS en los
sustratos solidos, mayor fue el rendimiento de los extractos de los basidiocarpos de la
CP-675 en condicion de agitacién. En el caso de los extractos de los basidiocarpos
cosechados de las cepas CP-675 y CP-733 de V. bombycina en paja, aserrin de encino
y aserrin de Bursera se obtuvieron los siguientes rendimientos. Para la cepa CP-675
cultivada en AE y PHE tanto en testigo, AAS 100 uM y AAS 10 mM, se observo que los
mejores rendimientos se obtuvieron en los extractos de los basidiocarpos cosechados
en PHE, tanto en testigo, como en las dos concentraciones de AAS, con un rango de
219.90 a 244.70 mg/mL, mientras que en AE se registraron rendimientos entre 152.10

a 226.40 mg/mL. Para la cepa CP-733 el mayor rendimiento se registro en el tratamiento
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AB testigo con 262.30 mg/mL, seguido del tratamiento AE+ AAS 10 mM con 246.60
mg/mL y 236.70 mg/mL para AE en testigo.

En la cuantificacion de polifenoles totales para los macerados de los
basidiocarpos de la cepa CP-675 cosechados en PHE tanto en testigo como en PHE+
AAS 100 pM se registraron los valores mas altos en la condicion en reposo en un rango
de 163.4 a 272.7 mg EAG/10 g de hongo seco y de 196.3 a 256.8 mg EAG/10 g de
hongo seco, respectivamente. Sin embargo, en el tratamiento PHE+ AAS 10 mM
registro el valor mayor en la condicidon en agitacion, en un rango de 193.3 a 265.3 mg
EAG/10 g de hongo seco, observando que la adicion del AAS en el sustrato de cultivo
influye en el contenido de polifenoles totales. Los valores de los polifenoles totales de
los macerados de los basidiocarpos de las cepas CP-675 y CP-733 de V. bombycina
fueron mayores a los de la cepa CP-675 cultivada en PHE (fase preliminar). Para la
cepa CP-675 la mayor cantidad de polifenoles totales se registraron en los macerados
de los basidiocarpos cosechados en PHE en los tres tratamientos, ya que se tuvo un
rango de 257.11 a 264.53 mg EAG/5 g de hongo seco, en comparacion con AE en el
cual se registré un rango que va de 175.58 a 247.33 mg EAG/5 g de hongo seco,
mientras que en la cepa CP-733 registré un rango de 268.47 a 289.83 mg EAG/5g de
hongo seco en AE, fue el valor mas alto registrado al comparar las dos cepas, seguido

de AB testigo, obteniendo 247.56 mg EAG/5 g de hongo seco para la misma cepa.

Los polifenoles totales de los extractos de los basidiocarpos cosechados en PHE
de la cepa CP-675 resultaron ser los mas altos, principalmente en el tratamiento PHE+
AAS 10 mM con 3202.46 mg EAG/10 g de hongo seco en condicion de agitacion y
2868.25 mg EAG/10 g de hongo seco. En cuanto a la cuantificacion de los polifenoles
totales que comprende la fase estandarizada de este trabajo de investigacion, los
valores mayores se obtuvieron principalmente de los extractos de los basidiocarpos de
la cepa CP-733 cultivada en AE en las tres condiciones (testigo, AAS 100 uM y AAS 10
mM) con un rango de 3653.03 a 3836.74 mg EAG/5 g de hongo seco y en AB testigo
con 3795.08 mg EAG/5 g de hongo seco, mientras que los extractos de los
basidiocarpos de la CP-675 cultivada en PHE tuvieron un rango de 3302.65 a 3772.35
mg EAG/5 g de hongo seco. En el sustrato AE en donde se cultivo la misma cepa (CP-
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675) se tuvo un rango de polifenoles totales de 2517.81 a 3177.65 mg EAG/5 g de hongo
seco en los tres tratamientos (testigo, AAS 100 pM y AAS 10 mM).

La actividad antioxidante correspondiente a los extractos de la cepa CP-675
cultivada en PHE (fase preliminar); en PHE+ AAS 10 mM resulto tener los valores mas
altos, ya que el extracto de los basidiocarpos cosechados en este tratamiento presento
81.09+0.58% en condicion de reposo, mientras que en agitacion se obtuvo
80.93+0.33%. El extracto del tratamiento PHE+ AAS 100 uM registré 80.64+0.66% en
agitacion y en reposo 78.47+0.54%. Los extractos de los basidiocarpos de las cepas
CP-675 y CP-733 cosechados en diferentes sustratos sélidos suplementados con AAS
(100 pM y 10 mM) [fase estandarizada] presentaron la mejor actividad antioxidante en
el tratamiento PHE+ AAS 10 mM con 76.10+£1.41% para la cepa CP-675, mientras que
para la cepa CP-733 se obtuvo en el tratamiento AE+ AAS 10 mM con 66.79+1.62%,
por lo tanto, se obtuvieron mejores valores referentes en actividad antioxidante en la

fase preliminar que en la fase estandarizada.

Existen pocos o nulos trabajos sobre V. bombycina referentes a sus propiedades
funcionales y medicinales, sin embargo, podemos compararlo con otros hongos
funcionales y medicinales como en el caso de Ganoderma lucidum y Lentinula spp.,
investigaciones recientes realizadas por Petlacalco (2016), quien realiz6 extracciones
hidroalcohdlicas con el hongo G. lucidum cultivado en aserrin de encino en dos
tratamientos testigo y AAS 10 mM, reporta las condiciones ideales para la extraccion de
compuestos bioactivos de la cepa CP-145 de G. lucidum. El mayor rendimiento en AE+
AAS 10 mM fue de 136.76+0.80 mg/mL, en la cuantificacion de polifenoles totales
obtuvo 2,399+33.91 mg EAG/10 g de hongo y en la actividad antioxidante 84.51+0.11%,
estos valores fueron inferiores a los presentados en este trabajo, ya que el mayor
rendimiento registrado en la fase preliminar fue de 265.47+11.14 mg/mL, PHE+ AAS 10
mM, en polifenoles totales obtuvo 3836.74+199.71 mg EAG/5 g de hongo,
correspondiente al tratamiento en aserrin de encino testigo (AE) y una actividad
antioxidante de 81.09+0.58%, en el tratamiento PHE+ AAS 10 mM.

Otros trabajos donde se analizan compuestos bioactivos son los de Quiriz (2012),

donde obtuvo 92.95+3.73 mg EAG/g de hongo seco en extractos de G. lucidum. Zuluaga
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et al. (2007), obtuvo extractos de Pleurotus con etanol los cuales presentaron 86.37 mg
EAG/100 g de base seca. El contenido de polifenoles totales en L. boryana con solvente
hidroalcoholico al 32% obtenido por Escudero (2015), fue de 1.39+0.12 mg EAG/g de
hongo seco. Mau et al. (2004), obtuvo 40.86+0.04 mg EAG/g de hongo seco del cuerpo
fructifero maduro de G. tsuage y 42.34+0.03 mg EAG/g de hongo seco del cuerpo
fructifero inmaduro de G. tsuage en extractos con agua caliente. Mau et al. (2002), en
extractos metandlicos de cuerpos fructiferos de G. lucidum obtuvo una actividad
antioxidante de 96.8% y 93.6% en cuerpos fructiferos inmaduros. Aunque el valor de los
extractos es menor que el obtenido por Mau et al. (2002), el extracto elaborado puede
ser ingerido sin los efectos adversos que ocasionaria la ingestiobn de un extracto con
metanol. La actividad antioxidante de los extractos de V. bombycina no es tan baja al
compararlos con frutas. Velioglu et al. (1998), obtuvo de las cerezas una actividad
antioxidante de 88.5%, en manzanas 92.3% y en arandanos 92.1%.

Los estudios de susceptibilidad bacteriana muestran que los extractos de los
basidiocarpos de la cepa CP-675 cultivada en aserrin de encino (AE) y paja hidratada
estéril (PHE) en sus tres tratamientos (testigo, AAS 100 uM y AAS 10 mM) tuvieron
mejor efecto bacteriostatico contra la bacteria S. agalactiae (CPB-4), sin embargo,
presentaron poco efecto sobre la bacteria E. coli (CPB-8) y nulo efecto en P. aeruginosa
(CPB-13). En el caso de los extractos de los basidiocarpos de la cepa CP-733 cultivada
en aserrin de encino (testigo, AAS 100 uM y AAS 10 mM) y en aserrin de Bursera testigo
(AB) presentd mayor efecto bacteriostatico contra la bacteria S. agalactiae (CPB-4),
presentd poco efecto sobre la bacteria E. coli (CPB-8) y P. aeruginosa (CPB-13),

aunque presenta mayor efecto bacteriostatico que los extractos de la cepa CP-675.

Referente a la actividad bactericida, los extractos tanto de la CP-675 y CP-733
en los tres sustratos utilizados y en los tres tratamientos (testigo, AAS 100 uM y AAS 10
mM) mostraron efecto bactericida sobre la bacteria S. agalactiae (CPB-4) y nulo efecto
en E. coli (CPB-8) y P. aeruginosa (CPB-13). Se han observado que las bacterias Gram
negativas como en el caso de E. coli y P. aeruginosa presentan resistencia mas alta
hacia los agentes antimicrobianos, esto es debido a que poseen doble membrana

celular (una externa y la otra citoplasmatica) haciendo su exterminio mas dificil en
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comparacion con las bacterias Gram positivas (S. agalactiae [CPB-4]). Jegadeesh et al.
(2010), quien realiz6 un estudio sobre la actividad antibacteriana en extractos de V.
bombycina utilizando diferentes solventes tales como hexano, cloroformo, metanol y
acetato de etilo contra Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Klebsiella pneumonia y Pseudomonas aeruginosa, concluyé que la mejor actividad
inhibitoria se present6 en el extracto con el solvente de acetato de etilo inhibiendo a
todas las bacterias antes mencionadas, seguidos del metanol, cloroformo y hexano. La
bacteria P. aeruginosas fue la bacteria mas resistente a la mayoria de los extractos
estudiados, seguidas de K. pneumonia y E. coli. Rendon-Hernandez (2015), realizo
pruebas de sensibilidad antibacteriana con extractos de Hericium erinaceus (hongo
comestible y medicinal) contra nueve bacterias de interés clinico (Salmonella typhi,
Streptococcus agalactiae, Pseudomonas aeruginosa y Stenotrophomona maltophilia,
Escherichia coli, Bacillus subtillis, Staphyllococcus aureus y Listeria monocytogenes)
concluyendo que los extractos de los basidiocarpos cultivados en testigo y en las dos
concentraciones de AAS tuvieron un efecto bactericida en todas las bacterias, excepto

en E. coli.
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X. CONCLUSIONES

1.

Las cepas CP-675 y CP-733 de V. bombycina utilizadas en este proyecto son
cultivables y fructifican en los sustratos de paja, aserrin de encino y aserrin de
Bursera en diferentes tratamientos (testigo, AAS 100 pM y AAS 10 mM).

La mejor eficiencia bioldgica se obtuvo en la cepa CP-675 (19.46%) en paja
hidratada estéril (PHE).

El mayor indice de degradacion (ID) se registro en la CP-675 en el tratamiento
A.E.+ AAS 100 pM (11.14+0.17%), mientras que para la CP-733 fue de
10.37+1.47% en aserrin de encino testigo (A.E.), por lo tanto, las dos cepas con
capaces de degradar residuos agroindustriales, principalmente aserrin de encino.
Los rendimientos Optimos, tanto de macerados como extractos, se registraron en
la fase preliminar, ya que el tamafio de muestra fue mayor, los tiempos de
maceracion fueron mas extensos y las condiciones de agitacion y reposo
pudieron ser factores favorables. Los rendimientos de los extractos de la fase
preliminar y estandarizada se comprobaron por densidad 6ptica (D.O).

Las condiciones de agitacion y reposo no influyen en la produccién y
cuantificacion de polifenoles totales, aunque el tamafio de la muestra si influye
en la produccion y cuantificacion de polifenoles totales y en la actividad
antioxidante,

La Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) para los extractos de los
basidiocarpos cultivados en AE de las cepas CP-675 y CP-733 se presentaron
en la dilucién uno en los tres tratamientos (testigo, AAS 100 uM y AAS 10 mM)
sobre Escherichia coli (CPB-8) con concentraciones de extracto de 113.20, 76.05
y 105.40 mg/mL. respectivamente para la cepa CP-675. Mientras que la cepa
CP-733 presentd efecto a concentraciones de extracto de 118.35, 113.25 y
123.30 mg/mL en los tres tratamientos.

La Concentracion Minima Bactericida (CMB) para los extractos de los
basidiocarpos de las cepas CP-675 y CP-733 sobre la bacteria Streptococcus
agalactiae (CPB-4) se presentaron a concentraciones de extracto de 1.72 a 55.18

mg/mL.
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8. Los extractos de los basidiocarpos de las cepas CP-675 y CP-733 de V.
bombycina poseen propiedades antibacterianas (efectos bacteriostaticos y
bactericidas) que pueden ser usadas como agentes antimicrobianos en la
produccion nuevos medicamentos para el tratamiento de enfermedades

infecciosas causadas por patdgenos.

Xl. CONTRASTACION DE HIPOTESIS

Con los resultados obtenidos se acepta la hipétesis planteada en este trabajo, en el
hongo comestible Volvariella bombycina, las propiedades funcionales (antioxidantes y
antimicrobianas) de los basidiocarpos cosechados varian de acuerdo a los sustratos
sélidos suplementados con acido acetilsalicilico (AAS). El efecto de los principales
factores fisicos, quimicos y biolégicos que intervienen en el método estandarizado de
extraccion hidroalcohdlica de compuestos bioactivos de V. bombycina, permiten obtener

mayores rendimientos y propiedades funcionales (antioxidantes, antimicrobianas).
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Xll. PERSPECTIVAS

Cultivar las cepas de V. bombycina en otros sustratos tales como pulpa de café,
aserrin de cazahuate (Hipomea), cascaras de citricos principalmente naranja,
tamo de la palma de aceite, fibra de coco, olote de maiz, cascarilla de arroz,
bagazos de cafia de azucar y de henequén y residuos de la planta del platano
(principalmente hojas y tallo) asi como la combinacién de éstos y suplementarlos
con diferentes concentraciones de acido acetilsalicilico (AAS).

Realizar extracciones de los macerados en condiciones de agitacion y reposo a
las 24 ,48 y 72 h, asi como probar diferentes volimenes de solvente
hidroalcohdlico al 32%.

Buscar una alternativa contra Trichoderma spp., ya que fue el principal
contaminante encontrado en las unidades de produccion.

Calcular costos de produccion para la obtencion de extractos de V. bombycina
los cuales sean rentables y pueda desarrollarse una estrategia para su

aprovechamiento y de agregacion de valor.
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XIll. ESTRATEGIA PARA EL CULTIVO DE V. bombycina, ESPECIE COMESTIBLE
CON POTENCIAL DE PRODUCCION EN LAS COMUNIDADES DEL CENTRO DE
MEXICO

En el entendido de que nuestro pais se encuentra en una crisis, opacada por el modelo
neoliberalista en el cual se privilegia la privatizacion y la desregularizacion, se tiene que
optar por estrategias y tecnologias que ayuden y promuevan la autosuficiencia
alimentaria y la tan anhelada seguridad alimentaria. Haciendo énfasis en el concepto de
estrategia se puede decir que una estrategia se refiere una manera de como se
resolverian los problemas o se alcanzaria un objetivo (Mintzberg, 1988). Las estrategias
se disefian para el futuro, tienen un profundo sentido metodoldgico y aplicado, estan
respaldadas por una filosofia y contienen un sentido politico. En el terreno de las
ciencias agricolas, el concepto es utilizado como guia de acciones y decisiones (Garcia-
Herrera et al., 2004): asi mismo el propdsito de la estrategia es proveer un mapa de la
realidad, lo suficientemente preciso a fin de que quien la instrumente pueda efectuar
cambios en el sistema (Felstehausen, 1992). En base a lo anterior, se propone un
paguete tecnolégico como estrategia utilizando el recurso genético nativo como materia
primordial, la utilizacion de subproductos agricolas, agroforestales y agroindustriales
para fortalecer el proceso de desarrollo social, politico y econémico principalmente en
el sector rural. La propuesta de estrategia en este trabajo de investigacion esta
representada como un gran potencial con el cultivo de hongos comestibles funcionales
buscando como objetivos principales: (1) generar incrementos en el aporte econémico
para las familias de escasos recursos, asi como para pequefios y medianos productores
agricolas (2) comercio de productos novedosos con propiedades benéficas para la salud
(3) degradacion de los materiales de origen agroindustrial, agricola y agroforestal por
accion de su utilizacion en el cultivo de hongos funcionales (V. bombycina), (4) contribuir
al mejoramiento de la produccion para el autoconsumo familiar y comercial a nivel
regional de hongos comestibles funcionales y (5) difusion de una cultura de consumo
de hongos funcionales comestibles, medicinales y funcionales. Los principales actores

se citan a continuacion (Fig. 134):
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- Los productores de Maiz, frutales, amaranto, trigo, nueces, pajas, entre otros, ya que
los subproductos agricolas, agroforestales y agroindustriales se les dard un valor

agregado como sustrato para el cultivo de hongos comestibles.

- Los recolectores de hongos que usan estos recursos genéticos para autoconsumo y

venta de los mismos en mercados regionales.

- Los productores de hongos y personas interesadas en la explotacion de dichos

productos.

- Los técnicos expertos en el manejo de esta tecnologia, ya que tendran oportunidades
de trabajo mediante la contratacion de productores de hongos comestibles para su

asesoramiento.

- Empresas tequileras o microempresas que cuentan con los equipos de elaboracion del

producto.

- Las instituciones de investigacion y organizaciones encargadas de proporcionar
alternativas en paquetes tecnoldgicos viables con vision de mejorar la calidad de vida
en el entorno social, politico, econémico, cultural y ecolégico. Como es el caso del
Colegio de Postgraduados Campus Puebla con su programa de biotecnologia en
hongos comestibles, universidades, institutos, centros de investigacion y asociaciones

privadas.

- El sector gubernamental, a través de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia,
Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA), SEDESOL, y la COFERPIS
estableciendo Normas para la regulacién y control de calidad de extractos a base de
hongos comestibles y medicinales.

- Los consumidores que finalmente son los segundos beneficiados mas importantes del

producto.

- Industrias farmacéuticas, procesadoras de alimentos, centros comerciales, centrales

de abasto, asi como mercados regionales de diversas regiones del pais.

163



Colegio de Postgraduados Campus Puebla SAGARPA

(transferencia de tecnologia) Instituciones
gubernamentales

' SEDESOL
Recolectores de hongos
|

Productores de hongos
comestibles

Técnicos difusores de la
tecnologia de cultivo

I
Productores de tequila

1

Elaboracién del extracto Instituciones privadas

A

&
<«

COFEPRIS

Regulacién sanitaria

] Instituciones
gubernamentales

Introducir el producto al » Consumidor
mercado

Figura 134. Actores de la estrategia para la produccion de Volvariella bombycina.

El cultivo de los hongos comestibles, funcionales y medicinales representa hoy en dia
una importante actividad que ha dejado no solo beneficios econémicos, sino también
beneficios a la salud y a la alimentacion de los seres humanos. En nuestro pais se tiene
poco conocimiento respecto al uso y cultivo de estos recursos fangicos y los beneficios
gue con ellos conllevan, sin embargo, la demanda de estos a nivel mundial y nacional
se ha venido incrementando en la dltima década, representando una alternativa
econdmica importante e impulsando la generacion de empleos. En el entendido de que
existe la necesidad de crear innovacion en el sector agricola, el objetivo de la propuesta
de este pagquete tecnoldgico elaborado en el Colegio de Postgraduados Campus Puebla
tiene como finalidad poder realizar la transferencia tecnolégica de la produccion de la
especie de V. bombycina (cepas CP-675 y CP733) con fines de explotacion comercial.
Cabe resaltar la importancia de usar sustratos a base de residuos agricolas, forestales
y agroindustriales, ya que el reciclado de estos ayuda a reducir el detrimento del
ambiente e inclusive los sustratos de la post-cosecha pueden ser utilizados como
composta en suelos para cultivos, ayudar a restaurar micro y macro nutrientes que son

absorbidos por cosechas excesivas y/o por problemas de cultivo. Hoy en dia los
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conocimientos, experiencias adquiridas y a las tecnologias generadas respecto a los
hongos, se pueden generar estrategias para solucionar problemas de caracter social,
econdmico y ecoldgico. Para la realizacion del paquete tecnolégico es necesaria la
integracion multidisciplinaria de conocimientos, saber las necesidades de los
consumidores, tecnologias de equipo, proceso, operacion y de producto, universidades,
institutos, centros de investigacion y desarrollo, colegios, empresas, organizaciones
financieras e instancias gubernamentales. El centro de Recursos Genéticos de Hongos
Comestibles (CREGENHC) posee una amplia diversidad de recursos genéticos
fungicos nativos y comerciales recolectadas en distintos lugares y en distintas
condiciones ambientales, asi como otras que fueron donadas y depositadas en este
banco genético, lo cual perfila a muchas de ellas a tener un gran potencial de

explotacion.

La obtenciéon de semilla para la siembra de V. bombycina se puede obtener en el
Colegio de Postgraduados Campus Puebla en el laboratorio de hongos comestibles
medicinales y funcionales en presentaciones de 3 kg y 5 kg, la sugerencia para el cultivo
de este hongo puede variar dependiendo del sustrato por unidad de produccion (UP) de
1 kg: 250 g de paja de trigo + 500 mL de agua potable, 1000 g de aserrin de encino +
1000 m L de agua potable y 1000 g de aserrin de Bursera + 1200 mL de agua potable.

La infraestructura minima necesaria para el crecimiento de los hongos propuestos se

puede dividir en cinco areas que se citan a continuacion:

Area de almacenamiento de los sustratos

Para esta area se recomienda que se tengan unas dimensiones de 3 m de ancho por 3
m de largo y la altura de 3 m, semi-cerrada y libre de humedades y contaminantes, asi

como de roedores.
Material imprescindible:

e Tambos de plastico y/o costales para almacenar los diferentes componentes para

elaborar los substratos.

e Bascula granataria con capacidad minima de 1 g y maxima de 20 kg
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e Tinas de plastico con tapa con capacidad de 200 litros
e Pala de metal para mezclar los diversos ingredientes

Area de preparacion del sustrato

Las dimensiones pueden ser de 3-4 m de ancho por 4 m de largo con una altura de 3

m, el area debe ser cerrada y libre de contaminantes como polvo.
Material imprescindible:
e Un extractor de aire colocado en alguna esquina del area en la parte superior.
e Bascula granataria con capacidad minima de 1 g y maxima de 10 kg.
e Pala de metal para combinar los componentes.
e Tina de plastico de 500 litros.
e Ollas de presion de 21 litros con manémetro (All American).

e Parrilla con quemadores.

e Bolsas de polipropileno con filtro de 13.5 x 80 cm con filtro (Unicorn Imp.E.U.A).
e Pinzas de presion metalicas.

e Vaso graduado de 1 litro.

¢ Vasija de plastico de aproximadamente 5 litros.

El sustrato: es mezclado dentro de la tina de plastico hasta homogenizarlo,
posterior a esto se pesan individualmente en la vasija 1 kg de sustrato en peso seco y
posteriormente se hidrata con 1 litro de agua para encino o 1.2 litros de agua para
Bursera, esto se mezcla hasta homogenizar la humedad con el aserrin, posteriormente
el sustrato preparado es depositado en bolsas de polipropileno con filtro de 13.5 x 80
cm con filtro (Unicorn Imp.E.U.A) cerrando ligeramente las bolsas con pinzas de presion
metalicas, las bolsas con sustratos son esterilizadas mediante ollas de presion por dos
horas a 121 °C. Una vez transcurrido el tiempo las bolsas con sustrato estéril son
enfriadas a temperatura ambiente durante 24 horas antes de ser inoculadas con las
cepas de V. bombycina. En el caso de la paja de trigo, la cantidad pesada de paja molida

en la vasija de plastico en sustrato seco fue de 500 g hidratdndose con 500 mL de agua,
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ademas de que las bolsas de polipropileno con filtro de 13.5 x 80 cm con filtro (Unicorn
Imp.E.U.A) fueron llenadas con 750 g de sustrato en peso humedo.

Area de inoculacién

Las dimensiones pueden ser de 3 m de ancho por 4 m de largo y la altura de 3 m, el
area debe ser cerrada y libre de cualquier contaminante, corrientes de aire y transito
de personas.

e Termosellador electrénico (Impulse sealer UL).

e Campana de flujo laminar con norma ISO 9002 (filtro tipo HEPA).
¢ Dosificador de alcohol etilico.

e Papel absorbente (servilletas).

e Semilla de hongo.

e Tijeras.

e Plumon.

e Libreta para registros.

e Masking tape.

e Bascula granataria con capacidad minima de 1 g y maxima de 10 kg.

Inoculacién del sustrato y formacion de las unidades de produccion: las manos,
la parte superior de la bolsa y las tijeras deben estar desinfectadas con alcohol etilico
antes de cualquier procedimiento. En una campana de flujo laminar las bolsas con
sustrato se abren totalmente retirando las pinzas de presion metélicas. Posteriormente,
el sustrato es inoculado con aproximadamente 250 gramos de “semilla” de V.
bombycina, distribuyendo el inéculo por todo el sustrato, una vez homogenizadas las
bolsas (unidades de produccién) son selladas mediante un termo-sellador eléctrico y
rotuladas con el masking tape, las bolsas son pesadas y registradas en una libreta para

tener un parametro del peso inicial y final al termino del ciclo de cultivo.

Area de incubacién

Las dimensiones pueden ser de 3 m de ancho por 4 m de largo y una altura de 3 m, el
area debe estar cerrada y estar libre de humedad, corrientes de aire bruscas y polvo.
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Material indispensable:

e Estantes metalicos o de plastico

e Termodmetro

La incubacion se debe realizar en un area ventilada hasta que el micelio cubra
completamente al sustrato y los primordios sean visibles. Las unidades de produccion
no deben tener contacto directo con el sol, la iluminacion debe ser del 50 al 80%. El
area debe permanecer limpia libre de polvo y humedad por encima del 75%, a

temperatura ambiente de entre 19 °C a 27 °C.

Area de fructificacion

Las dimensiones pueden ser de 4 m de ancho por 4 m de largo y la altura de 3 m, el
area debe ser cerrada y contener estructuras de metal o estantes de plastico con
diferentes niveles y soportes para colocar las unidades de produccion. El area de
fructificacion debe estar limpia de lodo o polvo y de unidades de produccion
contaminadas, también se debe procurar la aireacion continua a través de extractores,
ademas del 50% de iluminacién con una humedad relativa de entre 75-90%. La
humedad puede alcanzarse de manera manual rociando agua con un recipiente en las
paredes del area de fructificacion y/o con una mochila fumigadora o automatica,
mediante un sistema de nebulizacion y riego automatizado, el riego por estos métodos

debe ser los necesarios siempre y cuando se mantenga la humedad.

A las unidades de produccion se les retira la parte superior de la bolsa
exponiendo un 10% del sustrato (para el caso de V. bombycina) y/o realizdndoles
pequefios cortes en los costados para ayudar al crecimiento de los primordios y
colocandolos sobre los soportes en los diferentes niveles hasta que los cuerpos
fructiferos alcancen el estadio adulto y puedan ser cosechados y procesados. Las
caracteristicas favorables para la produccién de cuerpos fructiferos fueron de una
temperatura minima de 19 °C y una maxima de 27 °C y una humedad relativa que fue
del 75 al 90%.
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Area para la obtencion de extractos

Las dimensiones pueden ser de 5 m de ancho por 4 m de largo y la altura de 3 m, el
area debe ser cerrada y contener estructuras de metal. Se debe tener un area de

esterilidad.

Obtencion de la muestra

A partir del cultivo de V. bombycina se obtienen los basidiocarpos, los cuales son
secados en incubadora a 40 °C por 120 horas. Posteriormente son molidos, y
acondicionados en un sobre de papel filtro con 10 g de muestra, usando frascos de
vidrio con tapon de rosca de 200 mL, adicionando 150 mL de solvente hidroalcohdlico

de acuerdo a la patente de Martinez-Carrera et al., (2014).
Equipos requeridos para la obtencion del extracto
e Bascula granataria
e Matraz Erlenmeyer o frasco de 200 mL (por muestra o solvente)
e Matraz balén 250 mL boca 24/40 (por muestra o solvente)
e Matraz aforado 200 mL
e Probeta de 200 mL
e Embudo filtracion rapida
e Papel filtro poro medio para el embudo de filtracion
e Bomba de vacio
e Trampa de vacio (para proteger la bomba de vacio)
e Sistema de enfriamiento de agua para el serpentin del rotavapor o destilador
e Campana de flujo

e Filtro Sterifil
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Obtencidn de extracto

El tiempo de maceracion es de 24 horas en oscuridad y a temperatura ambiente. Al
término de la maceracion los macerados se decantan y filtran por papel poro
convencional, el sobre de papel filtro se exprime con ayuda de una prensa hidraulica
hasta obtener un peso de 8-10 g, posteriormente se concentra el macerado en un
rotavapor a 38 °C y 90 rpm, hasta la obtencion del extracto con un volumen final de 7
mL, el cual se afora a 10 mL para después esterilizar por sistema Sterifil, el extracto es
conservado a 4 °C para su caracterizacion, control de esterilidad y evaluacion de sus
propiedades funcionales (Fig. 135). El envasado del extracto debe ser en un frasco de
vidrio color &mbar y tapa con sello que evite la evaporacion del solvente. Es necesario
cumplir con todas las reglamentaciones establecidas por COFEPRIS para poder iniciar
la comercializacion y promocion de un producto alimenticio. Dependiendo el caso, es
necesario solicitar una clasificacion de un producto ante COFEPRIS para poder
determinar si se encuentra bajo el espectro de suplemento alimenticio, remedio
herbolario, medicamento herbolario, alimento o medicamento. Asi mismo y una vez
realizado esta clasificacion, es necesario proceder con el aviso o registré segun sea el

caso ante COFEPRIS para cumplir con el reglamento de norma que corresponda.
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Figura 135. Metodologia para la obtencién de compuestos bioactivos.
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XV. ANEXO

Conductividad y resistividad de los basidiocarpos de los géneros de Volvariella,

Ganodermay Lentinula

A continuacion, se muestran las figuras de conductividad y resistividad de los

basidiocarpos de los géneros de Volvariella, Ganoderma y Lentinula, cultivados en

aserrin de encino y suplementados con acido acetilsalicilico en dos concentraciones:
100 pM y 10 mM.
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Figura 136. Conductividad de los basidiocarpos de la cepa CP-675 de Volvariella bombycina
cultivada en aserrin de encino, suplementado con &cido acetilsalicilico (AAS) 100
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Figura 137. Resistividad de los basidiocarpos de la cepa CP-675 de Volvariella bombycina
cultivada en aserrin de encino, suplementado con acido acetilsalicilico (AAS) 100

UMy 10 mM (n=5). AAS=Acido acetilsalicilico.
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Figura 140. Conductividad de los basidiocarpos de la cepa CP-580 de Lentinula edodes
cultivada en aserrin de encino, suplementado con acido acetilsalicilico (AAS) 10 mM
(n=5). AAS=Acido acetilsalicilico.
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Figura 141. Resistividad de los basidiocarpos de la cepa CP-580 de Lentinula edodes cultivada
en aserrin de encino, suplementado con &cido acetilsalicilico (AAS) 10 mM (n=5).
AAS=Acido acetilsalicilico.
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indice de degradacion (ID)

Enseguida se muestran las figuras del indice de degradacién (ID) obtenido después de
cultivar las dos cepas en estudio en diferentes sustratos solidos suplementados con

acido acetilsalicilico (AAS).
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Figura 142. indice de degradacion (ID) de las cepas CP-675y CP-733 de Volvariella bombycina
cultivadas en aserrin de encino y paja hidratada estéril (PHE), suplementado con
acido acetilsalicilico (AAS) 100 uM y 10 mM (n=3). AAS=Acido acetilsalicilico. A.
Encino= Aserrin de encino. PHE= Paja hidratada estéril.
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Figura 143. indice de degradacion (ID) de la cepa CP-675 de Volvariella bombycina cultivada
en aserrin de encino y paja hidratada estéril (PHE), suplementado con é&cido
acetilsalicilico (AAS) 100 uM y 10 mM (n=3). AAS=Acido acetilsalicilico. A. Encino=
Aserrin de encino. PHE= Paja hidratada estéril.
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Figura 144. indice de degradacion (ID) de la cepa CP-733 de Volvariella bombycina cultivada
en aserrin de encino, suplementado con acido acetilsalicilico (AAS) 10 mM (n=3).
AAS=Acido acetilsalicilico.
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Figura 145. indice de degradacion (ID) de las cepas CP-675y CP-733 de Volvariella bombycina
en aserrin de encino y paja hidratada estéril (PHE) [n=3]. AAS=Acido acetilsalicilico.
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Figura 146. indice de degradacion (ID) de la cepa CP-675 y CP-733 de Volvariella bombycina
cultivada en aserrin de encino, suplementado con acido acetilsalicilico (AAS) 10 mM
(n=3).

Actividad antioxidante por DPPH

Se muestran las figuras de las gréficas de la actividad antioxidante por DPPH de los
extractos preliminares de la cepa CP-675 de V. bombycina cultivada en paja hidratada

estéril (PHE) y suplementada con &cido acetilsalicilico (AAS) 100 uM y 10 mM.
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Figura 147. Determinacion de DPPH del extracto de la cepa CP-675 de Volvariella bombycina
cultivada en paja hidratada estéril en testigo control.
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Figura 148. Determinacién de DPPH del extracto de la cepa CP-675 de Volvariella bombycina
cultivada en paja hidratada estéril testigo, bajo condicion de agitacion.

En paja hidratada estéril en testigo (PHE) en condicién de reposo se registré una
maxima concentracion de extracto de 400 mg/mL, con un 75% de inhibicion, obteniendo
una R? de 0.9938.

100
90

80
—o
70

60
50
40

Inhibicién (%)

30 y = 7E-06x3 - 0.0052x? + 1.1321x + 1.1747
20 R2=0.9938

10

0
0 50 100 150 200 250 300 350 400

Concentracion del extracto (mg/mL)

Figura 149. Determinacion de DPPH del extracto de la cepa CP-675 de Volvariella bombycina
cultivada en paja hidratada estéril testigo, bajo condicién de reposo.
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El tratamiento de PHE+ AAS 100 pM (Control) registré una maxima concentracion
del extracto de 800 mg/mL con un 69% de inhibicion, obteniendo una R? de 0.9947.
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Figura 150. Determinacion de DPPH del extracto de la cepa CP-675 de Volvariella bombycina

cultivada en paja hidratada estéril, suplementada con &cido acetilsalicilico 100 pM
(Control).

El tratamiento de PHE+ AAS 100 puM en agitacién registr6 una maxima
concentracion del extracto entre 100-200 mg/mL, con un 80% de inhibicion, obteniendo
una R? de 0.9888.
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Figura 151. Determinacion de DPPH del extracto de la cepa CP-675 de Volvariella bombycina

cultivada en paja hidratada estéril, suplementada con acido acetilsalicilico 100 uM
en condicion de agitacion.
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El tratamiento de PHE+ AAS 100 pM en reposo registr6 una maxima
concentracion del extracto de 400 mg/mL con un 79 % de inhibicion, obteniendo una R?
de 0.9664.
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Figura 152. Determinacién de DPPH del extracto de la cepa CP-675 de Volvariella bombycina

cultivada en paja hidratada estéril, suplementada con &cido acetilsalicilico 100 uM
en condicién de reposo.

El tratamiento de PHE+ AAS 10 mM (Control) registr6 una méaxima concentracion

del extracto de 400 mg/mL con un 70 % de inhibicién, obteniendo una R? de 0.9969.
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Figura 153. Determinacion de DPPH del extracto de la cepa CP-675 de Volvariella bombycina

cultivada en paja hidratada estéril, suplementada con &cido acetilsalicilico 10 mM
(Control).
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El tratamiento de PHE+ AAS 10 mM en agitacién registr6 una maxima
concentracion del extracto de 200 mg/mL con un 81 % de inhibicion, obteniendo una R?
de 0.9973.
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Figura 154. Determinacion de DPPH del extracto de la cepa CP-675 de Volvariella bombycina

cultivada en paja hidratada estéril, suplementada con &cido acetilsalicilico 10 mM en
condicion de agitacion.

El tratamiento PHE+ AAS 10 mM en condicion de reposo registr6 una maxima

concentracion del extracto de 200 mg/mL con un 80 % de inhibicién, obteniendo una R?
de 0.9849.
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Figura 155. Determinacion de DPPH del extracto de la cepa CP-675 de Volvariella bombycina
cultivada en paja hidratada estéril, suplementada con &cido acetilsalicilico 10 mM en
condicion de reposo.
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Actividad antioxidante por DPPH de los extractos estandarizados de las cepas CP-
675y CP-733 de V. bombycina cultivada en diferentes sustratos suplementados
con acido acetilsalicilico (AAS) 100 uMy 10 mM
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Figura 156. Actividad antioxidante del extracto I-1A de la cepa CP-675 de Volvariella bombycina
cultivada en aserrin de encino testigo. I-1A= 150 mL de solvente hidroalcohélico al
32%/5 g de muestra (CP-675+A. encino+ Testigo) /24 h/oscuridad/reposo.
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Figura 157. Actividad antioxidante del extracto I-1B de la cepa CP-675 de Volvariella bombycina
cultivada en aserrin de encino, suplementado con acido acetilsalicilico (100 pMm). I-
1B= 150 mL de solvente hidroalcohélico al 32%/5 g de muestra (CP-675+A. encino+
AAS 100 pM) /24 h/oscuridad/reposo.
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Figura 158. Actividad antioxidante del extracto I-1C de la cepa CP-675 de Volvariella bombycina
cultivada en aserrin de encino suplementada con acido acetilsalicilico 10 mM. I-1C=
150 mL de solvente hidroalcohdlico al 32%/5 g de muestra (CP-675+A. encino+ AAS
[10 mM) /24 h /oscuridad/reposo.
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Figura 159. Actividad antioxidante del extracto I-2A de la cepa CP-675 de Volvariella bombycina
cultivada en paja hidratada estéril testigo. 1-2A= 150 mL de solvente hidroalcohdlico
al 32%/5g de muestra (CP-675+PHE+Testigo) /24 h/oscuridad/reposo.
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Figura 160. Actividad antioxidante del extracto 1-2B de la cepa CP-675 de Volvariella bombycina
cultivada en paja hidratada estéril, suplementada con acido acetilsalicilico 100 pM.
[-2B= 150 mL de solvente hidroalcohdlico al 32%/5 g de muestra (CP-
675+PHE+AAS [100 uM]) /24 h /oscuridad/reposo.
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Figura 161. Actividad antioxidante del extracto I-2C de la cepa CP-675 de Volvariella bombycina
cultivada en paja hidratada estéril, suplementada con acido acetilsalicilico 10 mM. I-
2C= 150 mL de solvente hidroalcohdlico al 32%/5 g de muestra (CP-675+PHE+AAS
[10 mM]) /24 h/oscuridad/reposo.
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Figura 162. Actividad antioxidante del extracto II-1A de la cepa CP-733 de Volvariella
bombycina cultivada en aserrin de encino testigo. lI-1A= 150 mL de solvente

hidroalcohélico al 32%/5 g de muestra (CP-733+A. encino+ Testigo) /24
h/oscuridad/reposo.
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Figura 163. Actividad antioxidante del extracto 1I-1B de la cepa CP-733 de Volvariella
bombycina cultivada en aserrin de encino, suplementado con &cido acetilsalicilico
100 uM. 11-1B= 150 mL de solvente hidroalcohdlico al 32%/5 g de muestra (CP-
733+A. encino+ AAS [100 uM] /24 h/oscuridad/reposo.
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Figura 164. Actividad antioxidante del extracto |I-1C de la cepa CP-733 de Volvariella
bombycina cultivada en aserrin de encino, suplementado con acido acetilsalicilico
10 mM. 1I-1C= 150 mL de solvente hidroalcohdlico al 32%/5 g de muestra (CP-
733+A. encino+ AAS 10 mM) /24 h/ oscuridad/reposo.
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Figura 165. Actividad antioxidante del extracto 1I-3A de la cepa CP-733 de Volvariella
bombycina cultivada en aserrin de Bursera (testigo). 11-3A= 150 mL de solvente
hidroalcohdlico al 32%/5 g de muestra (CP-733+A. Bursera+Testigo) /24
h/oscuridad/reposo.
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Andlisis estadistico de los macerados y extractos preliminares de la CP-675 de V. bombycina

Rendimiento (mg/mL)
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Figura 166. Rendimiento de los macerados de la cepa CP-675 de Volvariella bombycina en los diferentes tratamientos y condiciones

(n=5). M675CR24= Macerado cepa CP-675/control/reposo/24 h. M675TA24= Macerado cepa CP-
675/control/agitacion/24 h. M675TR24= Macerado cepa CP-675/control/reposo/24 h. M6752A24= Macerado cepa CP-
675/PHE+ AAS 10 mM/agitacion/24 h. M6752R24= Macerado cepa CP-675/PHE+ AAS 10 mM/reposo/24 h.
M6754A24= Macerado cepa CP-675/PHE+ AAS 100 pM/agitacion/24 h. M6754R24= Macerado cepa CP-675/PHE+
AAS 100 uM/reposo/24 h.M675TA48= Macerado cepa CP-675/PHE+ Testigo/agitacién/48 h. M675TR48= Macerado
cepa CP-675/PHE+ Testigo/reposo/48 h. M6752A48= Macerado cepa CP-675/PHE+AAS 10 mM/agitacion/48 h.
M6754A48= Macerado cepa CP-675/PHE+ AAS 100 uM/agitacion/48 h. M6754R48= Macerado cepa CP-675/PHE+
AAS 100 pM/reposo/48 h. M6752R48= Macerado cepa CP-675/PHE+ AAS 10 mM/reposo/48 h. M675TA72= Macerado
cepa CP-675/PHE+ Testigo/agitacion/72 h. M675TR72=Macerado cepa CP-675/PHE+ Testigo/reposo/72 h.
M6752A72= Macerado cepa CP-675/PHE+ AAS 10 mM/agitacion/72 h. M6754A72= Macerado cepa CP-675/PHE+ AAS
100 pM/agitacion/72 h. M6752A72= Macerado cepa CP-675/PHE+ AAS 10 mM/agitacion/72 h. M6752R72= Macerado
cepa CP-675/PHE+ AAS 10 mM/reposo/72 h. M6754R72= Macerado cepa CP-675/PHE+ AAS 100 uM /reposo/72 h.
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Figura 167. Rendimiento de los extractos preliminares en los diferentes tratamientos de la
cepa CP-675 de Volvariella bombycina (n=5). E675CR= Extracto cepa CP-
675/control/reposo/72 h. E675TA= Extracto cepa CP-675/PHE+
Testigo/agitacion/72 h. E675TR=Extracto cepa CP-675/PHE+ Testigo/reposo/72 h.
E67510A= Extracto cepa CP-675/PHE+AAS 10 mM/agitacién/72 h. E67510R=
Extracto cepa CP-675/PHE+AAS 10 mM/reposo/72 h. E675100A= Extracto cepa
CP-675/PHE+ AAS 100 pM/agitacion/72 h. E675100R= Extracto cepa CP-
675/PHE+ AAS 100 pM/reposo/72 h.
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Figura 168. Polifenoles totales de los macerados preliminares de la cepa CP-675 de Volvariella bombycina en los diferentes
tratamientos y condiciones (n=4). M675CR24= Macerado cepa CP-675/control/reposo/24 h. M675TA24= Macerado
cepa CP-675/control/agitacién/24 h. M675TR24= Macerado cepa CP-675/control/reposo/24 h. M6752A24= Macerado
cepa CP-675/PHE+ AAS 10 mM/agitacion/24 h. M6752R24= Macerado cepa CP-675/PHE+ AAS 10 mM/reposo/24 h.
M6754A24= Macerado cepa CP-675/PHE+ AAS 100 uM/agitacion/24 h. M6754R24= Macerado cepa CP-675/PHE+
AAS 100 uM/reposo/24 h.M675TA48= Macerado cepa CP-675/PHE+ Testigo/agitacién/48 h. M675TR48= Macerado
cepa CP-675/PHE+ Testigo/reposo/48 h. M6752A48= Macerado cepa CP-675/PHE+ AAS 10 mM/agitacién/48 h.
M6754A48= Macerado cepa CP-675/PHE+ AAS 100 pM/agitacion/48 h. M6754R48= Macerado cepa CP-675/PHE+
AAS 100 pM/reposo/48 h. M6752R48= Macerado cepa CP-675/PHE+ AAS 10 mM/reposo/48 h. M675TA72= Macerado
cepa CP-675/PHE+ Testigo/agitacion/72 h. M675TR72=Macerado cepa CP-675/PHE+ Testigo/reposo/72 h.
M6752A72= Macerado cepa CP-675/PHE+ AAS 10 mM/agitacion/72 h. M6754A72= Macerado cepa CP-675/PHE+ AAS
100 puM/agitacién/72 h. M6752A72= Macerado cepa CP-675/PHE+ AAS 10 mM/agitacién/72 h. M6752R72= Macerado
cepa CP-675/PHE+ AAS 10 mM/reposo/72 h. M6754R72= Macerado cepa CP-675/PHE+ AAS 100 uM /reposo/72 h.
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Figura 169. Polifenoles totales de los extractos preliminares de la Cepa CP-675 de Volvariella
bombycina en los diferentes tratamientos y condiciones (n=4). E675CR= Extracto
cepa CP-675/control/reposo/72 h. E675TA= Extracto cepa CP-675/PHE+
Testigo/agitacion/72 h. E675TR=Extracto cepa CP-675/PHE+ Testigo/reposo/72 h.
E67510A= Extracto cepa CP-675/PHE+ AAS 10 mM/agitacion/72 h. E67510R=
Extracto cepa CP-675/PHE+ AAS 10 mM/reposo/72 h. E675100A= Extracto cepa
CP-675/PHE+ AAS 100 pM/agitacion/72 h. E675100R= Extracto cepa CP-
675/PHE+ AAS 100 pM/reposo/72 h.
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